Effetto dell'oncosoppressore BRCA1 nella riparazione del DNA in Saccharomyces cerevisiae by VITELLO, MARTINA
  
UNIVERSITA’ DI PISA 
Dipartimento di Biologia 
 
Corso di Laurea Magistrale  
in 
Biologia Molecolare e Cellulare 
 
 
Effetto dell’oncosoppressore BRCA1 nella riparazione del 
DNA in Saccharomyces cerevisiae 
 
 
 
Relatore:                                                                                              Candidata: 
Alvaro Galli                                                                                  Martina Vitello 
 
 
 
Anno Accademico 2014-2015 
 
  
 
 
Indice 
 
Riassunto............................................................................................................................. 4 
Abstract ............................................................................................................................... 7 
Capitolo 1: Introduzione .................................................................................................... 10 
1.1 La genetica del tumore al seno ..................................................................................... 10 
1.2 Il gene BRCA1 ............................................................................................................... 11 
1.3 Funzione di BRCA1 nella risposta al danno al DNA ........................................................ 14 
1.3.1 Attivazione dei checkpoints del danno al DNA ........................................................... 14 
1.3.2 Modulazione della struttura della cromatina ............................................................. 15 
1.3.3 Risposta trascrizionale al danno al DNA ..................................................................... 15 
1.3.4 Riparazione per ricombinazione omologa delle rotture a doppio filamento del DNA.. 17 
1.4 Saggi funzionali per la caratterizzazione delle varianti di BRCA1 ................................... 21 
1.4.1 Saggio dell’ubiquitina ligasi........................................................................................ 22 
1.4.2 Saggio di attivazione trascrizionale (TA) ..................................................................... 23 
1.4.3 Saggio di legame del fosfopeptide ............................................................................. 24 
1.4.4 Saggio di sensibilità alle proteasi ............................................................................... 25 
1.4.5 Saggio del fenotipo a piccola colonia (SCP) ................................................................ 25 
1.4.6 Saggio di localizzazione in lievito ............................................................................... 26 
1.4.7 Saggio funzionale sulle cellule staminali embrionali (ESC) .......................................... 27 
1.4.8 Ripristino della resistenza alle radiazioni ionizzanti .................................................... 27 
1.4.9 Saggio di ricombinazione omologa ............................................................................ 28 
1.4.10 Saggio dell’amplificazione del centrosoma............................................................... 29 
1.4.11 Saggio di ricombinazione in lievito ........................................................................... 29 
1.4.12 Test di localizzazione subcellulare............................................................................ 30 
1.4.13 Saggio tramite microarray ....................................................................................... 31 
1.5 Il lievito Saccharomyces cerevisiae nella ricerca biomedica. .......................................... 32 
Capitolo 2: Scopo della tesi ............................................................................................... 37 
Capitolo 3: Materiali e metodi........................................................................................... 39 
3.1 Il ceppo RS112.............................................................................................................. 39 
3.2 I plasmidi...................................................................................................................... 40 
3.3 Terreni di coltura.......................................................................................................... 42 
3.4 Trasformazione batterica con DNA plasmidico ............................................................. 45 
3.5 Estrazione del DNA plasmidico da batteri ..................................................................... 46 
3.6 Trasformazione di Saccharomyces cerevisiae con DNA plasmidico ................................ 47 
3.7 Western blot ................................................................................................................ 48 
3.7.1 Estrazione delle proteine ........................................................................................... 48 
3.7.2 Quantificazione delle proteine con saggio Bradford ................................................... 49 
3.7.3 Corsa elettroforetica ................................................................................................. 50 
3.7.4 Trasferimento su membrana ..................................................................................... 51 
3.7.5 Il legame dell’anticorpo ............................................................................................. 52 
3.7.6 Sviluppo .................................................................................................................... 52 
3.8 PCR quantitativa o RTq-PCR .......................................................................................... 53 
3.8.1 Estrazione dell’RNA totale ......................................................................................... 53 
3.8.2 Reverse-PCR .............................................................................................................. 55 
3.8.3 Real-Time .................................................................................................................. 55 
3.9 Saggio di sopravvivenza cellulare dopo trattamento con MMS ..................................... 56 
3.10 Saggio di ricombinazione intra- ed intercromosomica dopo trattamento con MMS .... 58 
3.11 Localizzazione di BRCA1 tramite microscopia.............................................................. 61 
Capitolo 4: Risultati ........................................................................................................... 63 
4.1 Espressione della proteina BRCA1 ................................................................................ 63 
4.2 Effetto dell’espressione della proteina BRCA1 sulla resistenza all’MMS. ....................... 66 
 
 
4.3 Effetto di BRCA1 sulla ricombinazione intra- ed intercromosomica indotta da MMS. .... 69 
4.4 Effetto dell’MMS sulla localizzazione di BRCA1 in cellule di lievito ................................ 75 
Capitolo 5: Discussione...................................................................................................... 79 
Capitolo 6: Conclusioni e prospettive ................................................................................ 83 
Bibliografia ........................................................................................................................ 84 
 
 
 
 
 
  
4 
 
Riassunto 
 
Il gene umano BRCA1 è un oncosoppressore che codifica per una proteina 
appartenente ad un complesso multiproteico coinvolto nella riparazione del DNA. È 
stato ampiamente dimostrato che, nelle donne, una mutazione del gene BRCA1 
determina l’80% di rischio di sviluppare cancro al seno ed il 55% di rischio di 
sviluppare cancro ovarico.  
Nel laboratorio dove ho svolto la tesi, è stato messo a punto un saggio in 
Saccharomyces cerevisiae che permette di distinguere le mutazioni missenso di 
BRCA1 associate a tumore dai polimorfismi o varianti neutre. È stato dimostrato che 
l’espressione di BRCA1 mutato aumenta la ricombinazione omologa mitotica in 
lievito.  
Poiché gli stessi “pathway” di riparazione e ricombinazione del DNA presenti nelle 
cellule umane si ritrovano anche nel lievito Saccharomyces cerevisiae, abbiamo 
cercato di approfondire l’effetto di BRCA1 nella riparazione del DNA in questo 
organismo modello. È noto dalla letteratura che i domini maggiormente implicati 
nel giusto funzionamento della proteina sono quelli all’estremità ammino e carbossi 
terminale; per questo motivo le varianti neutre e patogenetiche considerate 
ricadono in queste posizioni ed in particolare sono: K45Q, C61G, R1751Q, M1775R. 
L’obiettivo finale di questo progetto è utilizzare il lievito come sistema genetico 
modello per chiarire il ruolo di BRCA1 nella cancerogenesi; in particolare, lo scopo 
della tesi è determinare se BRCA1 influenza la riparazione e la ricombinazione in 
lievito. 
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Abbiamo dapprima misurato, con esperimenti di Real-Time PCR e Western blot, i 
livelli d’espressione in lievito delle quattro varianti considerate, sia come proteine 
“full length” che fuse al cromoforo “mCherry”, e paragonate con il corrispondente 
BRCA1 wild-type. In seguito, abbiamo determinato l’effetto dell’espressione di 
BRCA1 wild-type e delle varianti sulla sopravvivenza e ricombinazione mitotica 
indotta da metil metansulfonato (MMS). Infine, mediante microscopia a 
fluorescenza, abbiamo valutato la localizzazione di BRCA1-mCherry in cellule di 
lievito trattate con MMS. 
I risultati del Western blot hanno evidenziato che il livello di BRCA1 wild-type è 
maggiore di quello raggiunto dalle varianti. Gli esperimenti di Real-Time PCR  
indicano che la variante BRCA1-C61G viene espressa ad un livello minore rispetto a 
BRCA1 wild-type, mentre la variante BRCA1-M1775R viene espressa ad un livello 
simile a BRCA1 wild-type; nel caso invece dell’espressione di proteine fuse a 
mCherry, la variante BRCA1-C61G risulta leggermente più espressa rispetto a BRCA1 
wild-type. Le altre varianti fuse con mCherry vengono espresse allo stesso livello 
della wild-type. 
Per determinare l’effetto di BRCA1 e delle varianti missenso sulla ricombinazione 
omologa indotta, le cellule sono state inoculate per 24 ore in terreno di crescita, 
trasferite in terreno contenente galattosio (che induce l’espressione della proteina) 
per 17 ore in presenza di MMS. In seguito le cellule sono state piastrate in terreno 
sia completo che selettivo per determinare la sopravvivenza e il numero di 
ricombinanti. I risultati finora ottenuti indicano che i ceppi BRCA1 sono più sensibili 
all’MMS e che l’MMS induce meno eventi di ricombinazione nei ceppi che 
esprimono le varianti patogenetiche. 
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Per valutare l’effetto dell’MMS sulla localizzazione di BRCA1 abbiamo espresso nelle 
cellule di lievito BRCA1 wild-type o le sue varianti missenso come proteine di 
fusione con mCherry. Quindi ci siamo chiesti se ci fossero differenze nella 
localizzazione tra varianti neutre e patogenetiche, e se il danno al DNA potesse 
influenzare la loro localizzazione.  
I nostri risultati dimostrano che BRCA1 si localizza nel nucleo. BRCA1 si localizza in 
due modi differenti; una localizzazione più diffusa ed una sottoforma di focus. 
In particolare, nel ceppo che esprime BRCA1 wild-type o le varianti neutre K45Q e 
R1751Q, il numero delle cellule con foci nucleari aumenta significativamente. 
I risultati dimostrano quindi che BRCA1 influenza la ricombinazione indotta dal 
MMS in lievito; ciò potrebbe indicare che BRCA1 interferisca con la riparazione del 
DNA in lievito.  
In conclusione, il lievito Saccharomyces cerevisiae si riconferma essere un efficace 
sistema genetico per la approfondire i meccanismi che stanno alla base 
dell’insorgenza dei tumori. 
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Abstract 
 
The human gene BRCA1 is a tumor suppressor encoding for a protein that 
belongs to complex involved in DNA repair. Women carrying mutations in BRCA1 
have been reported to increase up to 80% and 55% the risk to develop breast and 
ovarian cancer. 
In the laboratory where I developed my thesis, an assay was set up in 
Saccharomyces cerevisiae that allows distinguishing cancer-associated BRCA1 
missense variants from neutral variants or polymorphisms. It has been 
demonstrated that expression of mutated BRCA1 increased mitotic homologous 
recombination in yeast. As human cells possess the same DNA 
repair/recombination as the yeast Saccharomyces cerevisiae, we have tried to study 
in deep the effect of BRCA1 in DNA recombination in this genetic model system. It is 
known that the BRCA1 functional domains more involved in the basic function of 
the protein are located at the amino- and carboxy-terminal end; for this reason, the 
missense variants we have studied are the K45Q (neutral) and C61G (pathogenic) 
located at the amino-terminal domain, and the R1751Q (neutral) and M1775R 
(pathogenic) located at the carboxy-terminal domain. 
The final aim of the project is to use yeast as model genetic system to clarify the 
role of BRCA1 in the carcinogenesis; particularly, the goal of my thesis is to 
determine whether BRCA1 affects DAN repair and recombination in yeast. 
First, we have measured and quantified the expression of BRCA1 wil type and the 
variants (either full length or fused to mCherry) in yeast by “quantitative real-time 
PCR” (qRT-PCR) and Western blot experiments. Thereafter, cells were exposed to 
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MMS to determine the effect of expression of BRCA1 or the variants on survival and 
MMS induced-homologous recombination. Finally, we have assessed the 
intracellular localization of BRCA1 wild-type and missense variant in yeast cells 
exposed to MMS. 
Western blot analyses showed that the protein level of BRCA1 wild-type is higher 
than the missense variant.  The Real-Time PCR experiments showed that the BRCA1-
C61G missense variant was expressed at a lower level than BRAC1 wild-type, 
whereas the BRCA1-M1775R variant was expressed at similar level as the wild-type; 
the mCherry fusion C61G variant resulted weakly less expressed than the wild type. 
The other fusion variants were expressed at the same level as the wild type. 
To determine the effect of BRCA1 and the variants on induced homologous 
recombination, cells were pre-grown for 24 hours in glucose  and incubated for 17 
hours in medium containing galactose (to induce BRCA1 expression) in the presence 
of MMS. Thereafter, cells were plated to determine cell survival and frequency of 
homologous recombination. Results indicate that BRCA1 expressing strains are 
more sensitive to MMS and that MMS induced less recombination events in those 
strains that express pathogenic variants as compared to the strain expressing the 
wild-type BRCA1. 
To evaluate the effect of MMS on BRCA1 localization, we expressed BRCA1 mCherry 
fusion protein in yeast and carried out fluorescence microscopy. Therefore, we 
asked whether BRCA1 localized differently, once MMS damage were induced.  
Our results demonstrated that BRCA1 localized in the nucleus. Moreover, BRCA1 
showed two different kinds of localization; a nuclear diffuse localization and a 
“focus” like distribution. 
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We showed here that in the strains expressing the BRAC1 wild-type or the neutral 
variants K45Q and R1751Q, the number of cells with nuclear foci significantly 
increased.  
In general, our results demonstrated that BRCA1 may affect MMS induced 
recombination in yeast; this suggests that BRCA1 interferes with yeast DNA repair.  
In conclusion, we confirmed again that the yeast Saccharomyces cerevisiae is an 
excellent genetic system to investigate and characterize the mechanisms of 
mutation-associated cancers. 
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Capitolo 1: Introduzione 
 
1.1 La genetica del tumore al seno 
Il tumore al seno è il cancro più comune nonché il secondo principale 
responsabile di mortalità nelle donne (Parkin, et al., 2005). La storia familiare è il 
maggiore fattore di rischio indicando che i fattori genetici sono molto importanti 
nello sviluppo della malattia (Antoniou e Easton, 2006). 
Studi di linkage svolti dal 1990 hanno identificato BRCA1 e BRCA2 come due 
maggiori geni di suscettibilità nel tumore al seno. 
Le proteine codificate da BRCA1 e BRCA2 sono coinvolte nella riparazione delle 
rotture a doppio filamento del DNA e quindi mutazioni a livello genico potrebbero 
incidere sul pathway di riparazione con conseguente accumulo di danni ad DNA 
(Savage e Harkin, 2015). 
Le proteine BRCA1 e BRCA2 si trovano al centro del network della riparazione del 
DNA interagendo con molte altre proteine tra cui CHEK2, ATM, BRIP e PALB2 (Lalloo 
e Evans, 2012; Poumpouridou e Kroupis, 2011). 
Solo il 25% dei casi di tumore è associato a mutazioni in questi geni; pertanto, la 
maggior parte dei casi potrebbe essere dovuta ad una combinazione di multipli alleli 
di suscettibilità, ognuno dei quali, preso singolarmente, conferisce una piccola 
percentuale di rischio. Questo modello definito “poligenico” spiega, quindi, la 
suscettibilità genetica al tumore al seno in termini di rischio come una 
combinazione di molte varianti a bassa penetranza (Fanale, et al., 2012).  
Il sequenziamento del gene BRCA1 da individui con predisposizione al cancro ha 
individuato varianti alleliche. Nel database Breast Cancer Information Core (BIC) 
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sono registrate fino ad oggi 1.631 differenti mutazioni; il 4-5% sono mutazioni 
“frameshift“ e mutazioni non senso. Nel primo caso l'inserzione di una base che 
cambia la cornice di lettura di tutta la sequenza con la conseguente produzione di 
una proteina profondamente mutata, e nel secondo caso mutazione a livello 
genomico che causa la sostituzione di un codone per un amminoacido con un 
codone di “STOP” con la produzione di una proteina tronca e spesso non funzionale. 
Un terzo delle mutazioni è rappresentato da mutazioni missenso, chiamate varianti 
o VUS (Variants of uncertain significance), che corrispondono alla sostituzione di un 
singolo amminoacido. 
Una variante missenso determina la produzione di una proteina BRCA1 della stessa 
dimensione e peso molecolare della wild-type, ma con un singolo amminoacido 
diverso dalla wild-type e che può quindi avere una funzionalità modificata e 
predisporre così all'insorgenza di diverse patologie. 
 
 
1.2 Il gene BRCA1 
Il gene BRCA1 è situato sul cromosoma 17 e codifica per una proteina di 1.863 
amminoacidi (220kDa), chiamata “Breast cancer type 1 susceptibility protein” 
(Figura 1). 
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Figura 1: Proteina BRCA1 wild-type con i diversi domini funzionali e le sue interazioni. 
 
La proteina completa può essere suddivisa in diversi domini:  
 I primi 150 amminoacidi formano una regione conservata evolutivamente, 
che costituisce il RING domain. Questo dominio è essenziale affinché BRCA1 
possa dimerizzare con BARD1 (BRCA1- associated RING domain protein 1), 
questo stabilizza BRCA1 stesso e permette l'interazione con l'ubiquitina 
ligasi E3. Grazie a questo legame l'ubiquitina ligasi E3 può svolgere la sua 
funziona ubiquitinando le proteine ed indirizzandole verso il pathway della 
degradazione (Roy, et al., 2012). Mutazioni a livello di questa regione (es. la 
variante patogenetica C61G), studiate in topo, causano mortalità 
embrionale. 
 Circa la metà della sequenza della proteina è codificata da un singolo esone 
(esone 11); questa regione è fosforilata dalla proteina ATM (Ataxia 
talengiectasia mutated) chinasi e dalla CHK2 (Checkpoint kinase 2). Questa 
fosforilazione è necessaria affinché p53 sia fosforilato a sua volta. 
Quest’ultima fosforilazione induce la trascrizione di CDK (Cyclin dependent 
kinase) che può cosi svolgere la sua funzione di attivatore del checkpoint 
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della fase G1/S del ciclo cellulare (Siciliano, et al., 1997). Delezioni in questa 
regione determinano instabilità genomica e ridotta efficienza della 
ricombinazione omologa, ma è generata comunque una proteina in grado di 
localizzarsi a livello delle rotture a doppio filamento del DNA. Mutazioni in 
questo dominio causano letalità prenatale nei topi, mentre la delezione 
totale BRCA1 causa morte embrionale (in utero) (Deng, 2001). 
 Dopo la regione codificata dall'esone 11 si trova un dominio coiled-coil 
(CCD) necessario per l'interazione con PalB2 (Partner e localizer of BRCA2). 
Palb2 è richiesto per il processo di ricombinazione omologa di BRCA2 e di 
BRCA1, infatti sembra essere implicato nel reclutamento di RAD51 a livello 
dei siti danneggiati del DNA. Mutazioni in questa regione sono state trovate 
in tumori al pancreas, prostata, seno ed ovaie (Erkko, et al., 2007). 
 La parte terminale della proteina è caratterizzata dalle ripetizioni BRCT; 
questi motivi riconoscono dei residui di fosfoserina su diretti partners di 
BRCA1 (Abraxas, BACH1/BRIP1, CtIP) e sono richiesti per la localizzazione 
del complesso a livello dei siti del DNA danneggiato. L'associazione in vivo 
con CtIP sembra essere essenziale affinché BRCA1 possa interagire con il 
complesso MRN (MRE11/RAD50/NBS1) implicato nel riconoscimento delle 
rotture a doppio filamento (Wang, et al., 2012). Il legame con Abraxas è 
invece implicato nell'attivazione del checkpoint G2/M in caso di danni al 
DNA, ad esempio, in seguito a radiazioni ionizzanti (Wang, et al., 2007). 
Delezioni a livello di questa regione danno origine a topi vitali, ma 
maggiormente predisposti all'insorgenza di cancro (Shakya, et al., 2011). 
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1.3 Funzione di BRCA1 nella risposta al danno al DNA 
La risposta cellulare al danno al DNA comporta l’attivazione dei checkpoints 
del ciclo cellulare ed il reclutamento del macchinario per la riparazione del danno, 
processi che sono intimamente legati tra loro. La mancata attivazione dei 
checkpoints o della riparazione del DNA provoca un aumento della sensibilità ad 
agenti genotossici. 
Infatti, cellule murine deficienti per BRCA1 e BRCA2 presentano ipersensibilità 
ad agenti genotossici quali i raggi X (Connor, et al., 1997a; Patel, et al., 1998; 
Sharan, et al., 1997; Xu, et al., 1999b), confermando il ruolo essenziale delle due 
proteine nella risposta al danno del DNA. 
 
1.3.1 Attivazione dei checkpoints del danno al DNA 
Esistono molte prove che sostengono il coinvolgimento delle proteine 
codificate dai geni di suscettibilità al cancro al seno nell’attivazione dei checkpoints 
del danno al DNA. 
L’interruzione di BRCA1 in cellule murine si traduce in anomalie dell’attivazione del 
checkpoint in fase G2/M del ciclo cellulare (Xu, et al., 1999b). Studi in modelli di 
lievito hanno identificato un gruppo di quattro proteine chinasi essenziali per 
l’attivazione del checkpoint: Rad3p/Mec1p, Chk1p e Cds1p/Rad53p (Carr, 2000). 
Ognuno di essi ha l’omologo di mammifero ben conservato, ATM, ATR, Chk1 e Chk2 
rispettivamente. 
BRCA1 è l’obiettivo di diverse chinasi del “checkpoint”; la fosforilazione di BRCA1 è 
essenziale per l’appropriata risposta al danno al DNA  (Venkitaraman, 2001). 
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1.3.2 Modulazione della struttura della cromatina 
Recenti studi indicano che BRCA1 risponde al danno al DNA interagendo con 
enzimi che alterano la cromatina e la struttura del DNA. La caratterizzazione 
biochimica dei complessi proteici a cui appartiene BRCA1 ha rivelato 
un’associazione con le proteine SWI/SNF che rimodellano la cromatina, con 
regolatori di acetilazione/deacetilazione degli istoni  (Pao, et al., 2000; Yarden e 
Brody, 1999; Bochar, et al., 2000) e con due DNA elicasi BLM (il prodotto del gene 
mutato nella sindrome di Bloom (Wang, et al., 2000)) e BACH1 (Cantor, et al., 2001).  
Non è ancora molto chiaro come queste relazioni possano influenzare la funzione di 
BRCA1 in risposta al danno al DNA. 
Si ritiene che la modifica della cromatina mediata in parte dalla modificazione degli 
istoni, potrebbe influenzare l’accessibilità sul DNA danneggiato del macchinario di 
riparazione. 
Si pensa che BLM partecipi alla replicazione e ricombinazione del DNA, mentre la 
mancanza dell’interazione ostacola la riparazione del DNA (Cantor, et al., 2001). 
È stato dimostrato che la sindrome di Bloom è associata con la predisposizione al 
cancro in diversi tessuti (German, 1993) e che mutazioni in eterozigosi in BACH1 
sono presenti in un ristretto caso di tumori al seno (Cantor, et al., 2001). 
 
1.3.3 Risposta trascrizionale al danno al DNA 
BRCA1 è implicato nella regolazione trascrizionale di diversi geni attivati in 
risposta al danno al DNA. Tra questi, quello che codifica per l’inibitore della chinasi 
p21 CIP1 ciclina-dipendente (Li, et al., 1999; Somasundaram, et al., 1997) e il 
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tumour suppressor GADD45 (Harkin, et al., 1999; Li, et al., 2000; Zheng, et al., 
2000), i quali sono entrambi bersagli a valle del pathway di p53. 
La regolazione di GADD45 illustra la complessità delle connessioni tra BRCA1 ed il 
macchinario di risposta al danno al DNA (Harkin, et al., 1999; Li, et al., 2000; Zheng, 
et al., 2000). BRCA1 associato al fattore di trascrizione ZBRK1, che presenta sei dita 
di Zn e un dominio KRAB N-terminale, forma un complesso co-repressore del gene 
GADD45. Raggi X portano ad una diminuzione di questa co-repressione, provocando 
la dissociazione di BRCA1 dal complesso repressore, evento dipendente da ATM. 
Così, BRCA1 serve a collegare il ruolo di ATM nella rilevazione/segnalazione del 
danno al DNA per la regolazione trascrizionale di GADD45. 
BRCA1 potrebbe anche essere collegato al complesso trascrizionale basale. La 
proteina BRCA1 interagisce con la RNA polimerasi oloenzima II (Anderson, et al., 
1998). La rilevanza biologica di questa interazione è ancora incerta. BRCA1 potrebbe 
essere coinvolto nella riparazione del DNA associata alla trascrizione, un processo in 
cui le lesioni di base, come quelle conseguenti all’irradiazione con raggi X o danno 
ossidativo vengono rimosse preferenzialmente dal filamento di DNA trascritto. 
BRCA1 è essenziale per la riparazione associata alla trascrizione in cellule murine e 
umane, anche se la natura del suo contributo al processo non è ancora chiaro 
(Gowen, et al., 1998; Le Page, et al., 2000). L'ipotesi che BRCA1 funzioni da 
sensore/segnalatore del danno al DNA è coerente con l'interazione osservata tra 
BRCA1 e le proteine mismatch MSH2 e MSH6, essenziali per la riparazione associata 
alla trascrizione, in quanto si legano alle strutture aberranti del DNA (Wang, et al., 
2000). 
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BARD1, che interagisce con BRCA1 attraverso il RING domain posto al N-terminale, 
è implicato nel controllo della maturazione del RNA dopo danno al DNA (Kleiman e 
Manley, 2001). In vitro, il taglio endonucleolitico del nuovo trascritto di RNA che 
precede la poliadenilazione è fortemente ma transitoriamente inibita dopo danno al 
DNA. In vivo, questo potrebbe servire come meccanismo per evitare l'espressione 
dell'informazione genetica danneggiata. Questa inibizione è dipendente da BARD1 
e, potenzialmente, dalla formazione di un complesso con BRCA1 e il fattore di 
poliadenilazione CstF50 (Kleiman e Manley, 1999; Kleiman e Manley,  2001). È 
interessante notare che l'inibizione del taglio del RNA indotta dal danno al DNA in 
vitro è impedito da una mutazione di BARD1 tumore-associata (Kleiman e Manley, 
2001). Questi risultati suggeriscono un altro meccanismo con cui BRCA1 potrebbe 
modulare la risposta trascrizionale al danno al DNA. 
Non è chiaro se il meccanismo è legato alla capacità del complesso BARD1-BRCA1 di 
funzionare come un’ubiquitina ligasi (Hashizume, et al., 2001; Ruffner et al., 2001). 
 
1.3.4 Riparazione per ricombinazione omologa delle rotture a doppio filamento 
del DNA 
Una rottura al DNA a doppio filamento (DNA double strand break, DSB) è una 
lesione estremamente tossica per la cellula che può generare riarrangiamenti 
genetici o addirittura morte cellulare se non viene riparata. Questa lesione può 
essere causata da stress esogeni come radiazioni ionizzanti o da cause endogene 
come stress ossidativo o problemi durante la replicazione, infatti è stato 
ampiamente dimostrato che un arresto prolungato della forca replicativa causa un 
accumulo di DSBs (Petermann, et al., 2010). 
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Le DSBs possono anche essere sfruttati dalla cellula stessa per indurre diversità 
genetica; in questo caso la rottura è modulata da enzimi cellulari, ma i meccanismi 
di riparazione sono gli stessi di quelli utilizzati nel caso di rottura indotta da stress.  
Esistono diversi meccanismi di riparazione  e la scelta, essenziale per mantenere la 
stabilità genomica, viene fatta in relazione alla fase del ciclo cellulare (Richardson, 
et al., 2000; Pierce, et al., 2001). 
La ricombinazione omologa è il meccanismo di riparazione delle DSBs 
maggiormente accurato, poiché questo processo sfrutta il cromatidio fratello come 
templato per riparare la rottura. 
Dal momento che il cromatidio fratello è presente solo nelle fasi G2 e S del ciclo 
cellulare, questo processo può avvenire solo se la cellula si trova in una di queste 
due fasi. 
Quando una lesione del genere viene segnalata dalla cellula, si ferma il ciclo 
cellulare e si attivano i processi di riparazione. La proteina BRCA1 svolge un ruolo di 
coordinazione per indirizzare le diverse proteine coinvolte nel pathway a livello del 
sito dove devono svolgere la loro funzione (Roy, et al., 2011). 
 Il meccanismo di riparazione delle DSBs è schematizzato in figura 2. Una delle 
prime fasi consiste nel veicolare il complesso MRN (MRE11/RAD50/NBS2), 
nell’uomo, a livello del danno. Quindi, il danno al DNA viene “processato” dal 
complesso MRN che trasforma la rottura in “gap” mediante un processo di 
degradazione. Il complesso MRN a sua volta recluta le proteine necessarie 
all'arresto del ciclo cellulare e determina quindi la formazione di due filamenti di 
DNA a singolo filamento (ssDNA) (Bakkenist e Kastan, 2015). 
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Inizialmente il ssDNA viene legato da RPA probabilmente al fine di evitare la 
formazione di strutture secondarie, in seguito RPA viene scalzato dalla ricombinasi 
RAD51. 
Dopo che si è legato RAD51 viene promossa un’invasione del cromatidio fratello con 
formazione di un D-loop, se anche l'altra estremità della rottura viene legata dal D-
loop si ha la formazione di una struttura particolare detta giunzione di Holliday. In 
questa fase entrano in gioco altre proteine come si vede dalla figura 2; la proteina 
RAD54 che ha un attività elicasica e quindi permette l’apertura della doppia elica del 
DNA, e altre proteine dette “paraloghi” di RAD51 che interagiscono con la 
ricombinasi Rad51 e ne regolano l’attività. L’azione concertata di RAD51, di RAD54 e 
delle altre proteine stabilizzano il D-loop (Golub, et al., 1997). La formazione della 
giunzione di Holliday permette la sintesi del DNA nella posizione dove inizialmente 
si era formata la lesione utilizzando il cromatidio fratello come templato. Infine, la 
giunzione di Holliday viene risolta da proteine topoisomerasi come BLM 
topoisomerasi IIIa (Pardo, et al., 2009). A seconda di come viene risolta la giunzione 
di Holliday, si può avere un evento di crossing-over oppure solo di conversione 
genica se a livello della rottura iniziale fosse stato presente un marcatore genetico.  
La proteina RAD51 viene coadiuvata nella sua funzione anche da RAD52; infatti 
anche questa proteina è in grado di legare i filamenti ssDNA e media l'interazione 
DNA-DNA necessaria per l'annealing allo strand complementare (Kitao e Yuan, 
2002). 
In lievito Saccharomyces cerevisiae non è presente BRCA1 ed il complesso MRN è 
detto MRX in quanto è presente la proteina XRS2 omologa di NBS1 umana (Andrews 
e Clarke, 2005). 
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Figura 2: Pathway della ricombinazione omologa, i nomi delle proteine 
coinvolte e i due possibili prodotti finali (Zhang e Powell, 2005). 
 
Uno degli agenti utilizzato per diverso tempo per esperimenti d’induzione di 
ricombinazione è l’agente alchilante metil metansulfonato (MMS). 
L’agente alchilante MMS induce ricombinazione sia intra- che intercromosomica 
(Myung e Kolodner, 2003). 
 
L’MMS modifica la guanina (in 7-metilguanina) e l’adenina (in 3-metiladenina) 
causando rispettivamente uno sbagliato appaiamento di basi e il blocco della 
replicazione (Beranek, 1999). 
Il danno al DNA causato da agenti alchilanti viene riparato principalmente dal 
sistema di riparazione per escissione delle basi (BER) a dalla DNA alchiltransferasi 
(Lindahl e Wood, 1999). 
È stato dimostrato che le rotture a doppio filamento del DNA non sono dovute 
all’azione dell’agente alchilante in sé, ma alle rotture a singolo filamento del DNA 
che provocano il blocco della forca replicativa (Lundin, et al., 2005; Galli e Schiestl, 
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1999). La sensibilità delle cellule all’MMS incrementa significativamente quando 
pathway della riparazione sono compromessi (Lundin, et al., 2005). 
 
1.4 Saggi funzionali per la caratterizzazione delle varianti di BRCA1 
Grazie alle nuove tecniche di sequenziamento e associazione genetica (GWAS, 
Genome-wide association studies) è stato possibile identificare un gran numero di 
varianti alleliche di BRCA1. 
Queste varianti sono state raccolte in diversi database e sono studiate e classificate 
da consorzi di laboratori: 
 BIC: Breast Cancer Information Core 
 CIMBA: Collaborators for the investigation of modifiers of BRCA1/2 
 ENIGMA (Evidence-based Network for the Interpretation of Germline 
Mutant Alleles), volto all'identificazione del ruolo delle diverse varianti di 
BRCA1/2 definite come UV (Unclassified variants) o VUS (Variants of 
Uncertain Significance) nella predisposizione al tumore al seno ed ovaio; 
consorzio di cui fa parte anche il nostro laboratorio. 
 
Una classificazione è quella IARC (Internation Agency for Research on Cancer) che 
inserisce ogni variante in una classe numerica da 1 a 5 in base al livello di rischio 
d’insorgenza di tumore che la mutazione induce; maggiore è il numero e maggiore è 
la patogenicità della variante (Tabella 1). 
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Classificazione IARC 
Classe 1 
Non patogenetica o non 
clinicamente significativa 
Classe 2 
Probabilmente non 
patogenetica o clinicamente 
poco significativa 
Classe 3 Incerta 
Classe 4 Probabilmente patogenetica 
Classe 5 Sicuramente patogenetica 
Tabella 1: Classi di patogenicità delle varianti di BRCA1 secondo la classificazione IARC 
 
Vista la grande variabilità di questo gene è stato necessario mettere a punto dei 
saggi funzionali efficaci e veloci al fine di identificare il livello di pericolosità 
conferito da tali varianti. 
Esistono diversi esempi di saggi funzionali in grado discriminare le varianti in base 
alla loro patogenetica classificandole secondo il sistema IARC. Recentemente, i saggi 
funzionali sono stati analizzati e valutati per una più completa “validazione” in 
termini di classificazione della varianti. I saggi più importanti sono riportati nelle 
seguenti review: Millot, el al., 2012; Jhuraney, et al., 2015. 
 
1.4.1 Saggio dell’ubiquitina ligasi 
L’estremità N-terminale di BRCA1 contiene in dominio RING che media il 
legame con BARD1 e UBcH5a. Il complesso BRCA1/BARD1 forma complessi con 
attività ubiquitina ligasica promuovendo la formazione di catene di ubiquitina K-6 
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piuttosto che le più comuni catene K-48 o K-63 (Baer e Ludwig, 2002; Wu-Baer, et 
al., 2003). 
È stato sviluppato un approccio di valutazione dell’attività ubiquitina  ligasica e il 
saggio del doppio ibrido per valutare l’impatto delle varianti tra l’estremità N-
terminale di BRCA1 e BARD1 o UBcH5a. 
È stato visto che la perdita di E2 (UBcH5a), ma non la perdita di BARD1 è correlata 
con la ridotta o assente l'attività ubiquitina ligasica. 
I risultati hanno dimostrato che alcune varianti patogenetiche determinano perdita 
del legame con UbcH5a, ma non del legame con BARD1, portando ad una 
diminuzione complessiva della capacità ubiquitina ligasica di BRCA1; l'espressione di 
una variante non patogenetica, invece, non da questa diminuzione (Morris, et al., 
2006). 
È stato testato un ristretto numero di varianti che mappano nella regione 
d’interazione BRCA1/BARD1 con un saggio qualitativo della complementazione della 
fluorescenza in batteri, ma sono ancora necessarie ulteriori indagini per valutarne 
l’accuratezza (Sarkar e Magliery, 2008). 
 
1.4.2 Saggio di attivazione trascrizionale (TA) 
La regione C-terminale presenta le ripetizioni in tandem BRCT. BRCA1 
interagisce con RNA polimerasi oloenzima II, un certo numero di fattori di 
trascrizione, co-repressori, fattori di rimodellamento della cromatina ed è coinvolta 
nella regolazione della trascrizione (Dapic e Monteiro, 2006). 
Coerentemente con ciò, la regione C-terminale della proteina può attivare un gene 
reporter quando fuso ad un dominio eterologo di legame al DNA. 
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Su questo si basa il saggio di attivazione della trascrizione (TA) (Vallon-Christersson, 
et al., 2001). 
Il test consiste nella fusione del repressore virale LexA o il dominio di legame al DNA 
di lievito GAL4 al C-terminale di BRCA1 wild-type o varianti (patogenetiche o neutre) 
e nella valutazione della capacità di trascrivere il gene reporter. 
Nel lievito il saggio è condotto più frequentemente sul ceppo EGY48 di 
Saccharomyces cerevisiae utilizzando LexA: la proteina BRCA1 e il gene LacZ sotto il 
controllo del reporter LexA. 
Questo approccio consente l’utilizzo di diversi substrati come X-Gal (5-bromo-4-
cloro-3-indolil-β-D-galattopiranoside) e ONPG (2-nitrofenil-β-D-galattopiranoside). 
L'uso di X-Gal consente la determinazione qualitativa, tramite la visualizzazione di 
colonie di colore bianco o azzurro, dell'attività della β-galattosidasi (Carvalho, et al., 
2002). Il test può essere eseguito utilizzando GAL4; ed in questo caso è utilizzato il 
ceppo HF7C o SF546 di Saccharomyces cerevisiae (Monteiro, et al., 1996). 
Nelle cellule di mammifero, il saggio è quantitativo utilizzando GAL4: BRCA1 è fusa 
alla luciferasi sotto il controllo del promotore sensibile a GAL4 (Carvalho, et al., 
2007; Carvalho, et al., 2007b; Phelan, et al., 2005). 
 
1.4.3 Saggio di legame del fosfopeptide 
I domini BRCT di BRCA1 interagiscono con proteine target fosforilate che 
presentano la sequenza pSer-xx-Phe (Botuyan, et al., 2004; Clapperton, et al., 2004; 
Rodriguez, et al., 2003; Shiozaki, et al., 2004 ; Williams, et al., 2004; Yu, et al., 2003).  
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In questo saggio il dominio BRCT nel quale si trova la VUS è trascritto e tradotto in 
vitro, precipitato con il peptide biotinilato pSer-xx-Phe con beads agarosio 
streptavidina. 
Viene poi valutata l’attività di legame delle VUS con il peptide (Lee, et al., 2010; 
Williams, et al., 2004). 
Possono essere eseguite due diverse analisi: l’attività di legame corrisponde 
all’attività di legame pSer-xx-Phe della variante rispetto alla wild-type; La specificità 
di legame confronta il legame della variante al peptide fosforilato rispetto al legame 
con un peptide non fosforilato (Lee, et al., 2010). 
 
1.4.4 Saggio di sensibilità alle proteasi 
Il test di sensibilità alle proteasi deriva dall’osservazione che se i domini BRCT 
presentano una mutazione patogenetica risultano più sensibili alla digestione con 
proteasi rispetto ai domini wild-type (Williams, et al., 2003; Williams e Glover, 2003; 
Williams, et al., 2001). 
Questo saggio quindi può individuare varianti che causano difetti nel corretto 
ripiegamento della proteina, ma non è in grado di rilevare varianti che non 
influenzano il corretto folding della proteina. 
Per questo motivo la specificità del saggio è inferiore ai saggi di attivazione 
trascrizionale e di legame del fosfopeptide (Lee, et al., 2010). 
 
1.4.5 Saggio del fenotipo a piccola colonia (SCP) 
Il test SCP deriva dall'osservazione che espressione BRCA1 inibisce la crescita 
del lievito che porta alla formazione di colonie di piccole dimensioni (Coyne, et al., 
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2004; Humphrey et al., 1997; Monteiro e Humphrey, 1998; Caligo, et al., 2009). Il 
fenotipo può essere valutato qualitativamente guardando la dimensione delle 
colonie o quantitativamente determinando il numero di cellule in ogni colonia.  
Si osserva una diminuzione della colonia con l’espressione della proteina wild-type 
o di varianti neutre, mentre non si osserva il fenotipo con l’espressione di varianti 
patogenetiche (Humphrey, et al., 1997; Millot, et al., 2011). 
Questo test sembrava essere limitato per le varianti posizionate nel dominio BRCT 
(aa 1646-1855), invece è stato dimostrato che è efficace anche per le varianti poste 
all’estremità N-terminale (Millot, et al., 2011). 
Si ipotizza che il fenotipo sia determinato o dal taglio del dominio C-terminale 
(Bennett, et al., 2008) o dall’aggregazione di BRCA1 nel nucleo di lievito (Millot, et 
al., 2011). 
 
1.4.6 Saggio di localizzazione in lievito 
Nel saggio di localizzazione intracellulare la proteina BRCA1 wild-type, fusa 
alla proteina fluorescente mCherry, si accumula in un corpo unico d’inclusione nel 
nucleo di lievito, fornendo informazioni qualitative relative alla localizzazione 
cellulare di BRCA1 (Millot, et al., 2011). Questo evento può essere valutato 
quantitativamente determinando la percentuale di cellule che mostrano l'aggregato 
nucleare tramite microscopia a fluorescenza. 
Delezioni o varianti patogenetiche inducono localizzazione citoplasmatica della 
proteina in modo simile a ciò che è stato trovato nelle cellule di mammifero 
(Rodriguez, et al., 2004a). 
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1.4.7 Saggio funzionale sulle cellule staminali embrionali (ESC) 
A differenza dei saggi precedenti, il saggio ESC non è specifico di un singolo 
dominio. 
Dato che le varianti di BRCA1 in ESC di topo sono espresse a livelli paragonabili 
a linee cellulari umane, il saggio permette la valutazione delle VUS che influenzano 
l’espressione a causa dell’impatto sui siti regolatori. ESC di topo Hprt-deficienti sono 
state utilizzate per sviluppare una linea cellulare che esprima BRCA1 in modo 
condizionale in cui un allele Brca1 è mutato tramite delezione degli esoni 3-7; il 
secondo allele è modificato fiancheggiando il locus HPRT1 umano con due siti loxP 
per consentire contemporaneamente il silenziamento di BRCA1 e la selezione dei 
cloni che subiscono ricombinazione Cre-mediata (Chang, et al., 2009). 
Poiché BRCA1 è essenziale per la sopravvivenza di ESC la perdita dell’allele 
condizionale porta alla produzione di cellule ipoxantina dipendenti e aminopterina e 
timidina (HAT)-resistenti. 
 
1.4.8 Ripristino della resistenza alle radiazioni ionizzanti 
BRCA1 svolge un ruolo chiave nel mantenere l'integrità del genoma in risposta 
alle rotture a doppio filamento (DSB) del DNA durante la replicazione del DNA o 
derivanti da agenti esogeni (Dapic e Monteiro, 2006; Narod e Foulkes, 2004; Scully e 
Livingston, 2000). L’ipersensibilità alle radiazioni ionizzanti è caratteristica di diverse 
linee cellulari mutanti per BRCA1, in linea con l'idea che questa proprietà è 
conseguenza del normale funzionamento di BRCA1 (Abbott, et al., 1999; Cortez, et 
al., 1999; Shen, et al., 1998). 
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Così, nella linea cellulare HCC1937 derivata da tumore al seno e che presenta una 
delezione di BRCA1 (Tomlinson, et al., 1998), l’espressione della proteina wild-type 
o VUS può essere utilizzata per valutare la possibilità di ripristinare resistenza alle 
radiazioni ionizzanti (Scully, et al., 1999). 
Cellule infettate da retrovirus che co-esprimono GFP e BRCA1 (a livelli paragonabili 
alla linea cellulare umana di cancro MCF-7) e cellule GFP-negative come controllo, 
sono state mescolate e irradiate. Dopo 3-24 giorni, le cellule sono state analizzate 
per vantaggio di crescita rispetto alle cellule parentali tramite FACS. L'arricchimento 
di cellule GFP positive indica un ripristino di resistenza alle radiazioni, discriminando 
il comportamento biologico di alleli BRCA1 wild-type da quelli funzionalmente 
danneggiati (Scully, et al., 1999). 
 
1.4.9 Saggio di ricombinazione omologa 
Ransburgh et al. hanno sviluppato un test per valutare la capacità di una 
mutazione VUS di promuovere la ricombinazione di omologa (Ransburgh, et al., 
2010). 
Si basa su due alleli inattivi GFP inseriti in un unico locus del genoma di cellule HeLa. 
Una rottura a doppio filamento può essere indotta in un primo allele tramite 
l’espressione dell’endonucleasi I-Sce1. Se questa rottura è riparata tramite 
ricombinazione omologa usando il secondo allele come templato, la copia riparata 
diventa funzionale e le cellule esprimono la GFP. 
Questo effetto è fortemente compromesso quando BRCA1 viene inattivato da un 
siRNA mirato alla sua 3’-UTR. L’espressione ectopica di BRCA1 wild-type tramite un 
cDNA trasfettato (che non contiene il 3'UTR e quindi non è più obiettivo del siRNA) 
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è in grado di ripristinare l'espressione della GFP. La sostituzione dell’intera 
lunghezza del cDNA di BRCA1 wild-type con il cDNA contenente una VUS consente 
di determinare l'effetto della variante su HR (Millot, et al., 2012). 
 
1.4.10 Saggio dell’amplificazione del centrosoma  
Questo test funzionale si basa sulla constatazione che la deplezione o la 
down-regolazione di BRCA1 porta ad amplificazione del centrosoma (Kais, et al., 
2011; Starita, et al., 2004). 
La percentuale di cellule con amplificazione del centrosoma è stata determinata per 
quattordici varianti situate nel RING domain. Le varianti sono state co-trasfettate 
con GFP-centrin2 nella linea cellulare Hs578T, in cui il BRCA1 è stato silenziato con 
un RNA interference diretto contro la 3’-UTR. 
Quest’analisi ha identificato la variante p.Leu52Phe che mostra un difetto nella 
duplicazione del centrosoma, ma non nell’associazione, scoprendo una nuova 
potenziale funzione di BRCA1. Diverse varianti hanno mostrato risultati diversi in 
HDR e il saggio di amplificazione del centrosoma suggerisce che regioni diverse del 
dominio RING hanno un diverso impatto sulle funzioni di BRCA1, ma sono  
necessarie ulteriori convalide (Ransburgh, et al., 2010). 
 
1.4.11 Saggio di ricombinazione in lievito 
Il saggio di ricombinazione nel ceppo di lievito diploide che è stato sviluppato 
nel nostro laboratorio, valuta l’effetto dell’espressione delle varianti missenso di 
BRCA1 sulla ricombinazione omologa intra- ed intercromosomica (Caligo, et al., 
2009). 
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Mentre l’espressione della proteina BRCA1 wild-type non influenza la 
ricombinazione, l’espressione di varianti di classe 5 porta ad un significativo 
aumento della ricombinazione intra- ed intercromosomica. Al contrario, le varianti 
di classe 1 non influenzano la ricombinazione. 
Tuttavia, due varianti di classe 1 hanno mostrato effetti sulla ricombinazione.  
Non è noto se questo riflette un problema con la specificità del test. 
Per valutare l’accuratezza del test è necessaria una convalida sistematica (Caligo, et 
al., 2009). 
 
1.4.12 Test di localizzazione subcellulare 
BRCA1 è una proteina con localizzazione prevalentemente nucleare (Chen, et 
al., 1996; Coene, et al., 2005; Monteiro e Birge, 2000; Scully, et al., 1996), ma la sua 
espressione è stata ritrovata anche a livello citoplasmatico (Au e Henderson, 2005; 
Feng, et al., 2004; Rodriguez e Henderson, 2000; Rodriguez, et al., 2004b; Wang, et 
al., 2010). 
BRCA1 contiene sequenze di localizzazione nucleare (aa 503-508 e 606-65) e 
sequenze esportazione nucleare (aa 22-30 e 81-99) che controllano la localizzazione 
nucleo/citoplasmatica di BRCA1 (Rodriguez e Henderson, 2000). Nel nucleo, BRCA1 
è localizzata in foci associati alla fase S (Jin, et al., 1997; Scully, et al., 1997a) insieme 
con BARD1 e di altri fattori di riparazione del DNA, ma la localizzazione diviene più 
diffusa in seguito al danno al DNA (Scully, et al., 1997b). 
Per valutare se una variante provoca il cambio di localizzazione, la variante BRCA1–
GFP viene espressa in cellule ed analizzata al microscopio confocale e le cellule poi 
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vengono classificazione in base alla localizzazione prima e dopo danno indotto con 
radiazioni ionizzanti. 
Tutte le varianti, tranne la C61G provocano un aumento della localizzazione 
citoplasmatica impedendo la formazione di focus sia prima che dopo danno al DNA 
(Drost, et al., 2011). 
 
1.4.13 Saggio tramite microarray 
L’analisi tramite microarray è un metodo indiretto per distinguere le varianti 
patogenetiche. 
Ciò si basa sul fatto che l'espressione di alcuni geni e/o modulazione di processi ad 
essi associati, può essere diversa in presenza di una proteina BRCA1 difettosa 
rispetto ad una proteina wild-type e che una mutazione ha abbastanza impatto da 
consentire a cellule eterozigoti di distinguersi da cellule wild-type omozigoti 
(Baldeyron, et al., 2002). 
Kote-Jarai et al. hanno utilizzato colture di fibroblasti ottenendo il 95% di precisione 
nel distinguere i vettori con BRCA1 mutato dai controlli; utilizzando linfoblastoidi 
irradiati, Waddell et al. hanno riportato il 71% e il 83% di precisione della previsione 
rispettivamente di BRCA1 con delezioni e con mutazioni missenso. 
In sintesi, l’analisi del profilo di espressione genica è una strada promettente, ma 
sono necessari ulteriori studi e convalide (Kote-Jarai, et al., 2006; Waddell, et 
al.,2008). 
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Le varianti missenso di BRCA1 studiate in questo lavoro di tesi e la loro 
classificazione in termini di rischio sono rappresentate nella tabella 2. Per uno 
studio comparativo più completo, oltre ad esprimere nel lievito Saccharomyces 
cerevisiae due varianti neutre e due varianti patogenetiche abbiamo anche espresso 
la proteina BRCA1 wild-type. 
 
Varianti 
Classificazione 
IARC 
K45Q 1 
C61G 5 
R1751Q 1 
M1775R 5 
Tabella 2: Varianti BRCA1 studiate in questo lavoro di tesi 
 
1.5 Il lievito Saccharomyces cerevisiae nella ricerca biomedica. 
Per migliaia di anni il lievito è stato utilizzato per la panificazione, 
fermentazione di vino e birra; negli ultimi 45 anni, questo microrganismo è stato 
anche utilizzato da genetisti di tutto il mondo per esperimenti volti a svelare i 
segreti del metabolismo del DNA e favorire la comprensione del funzionamento 
delle cellule umane. 
Il lievito Saccharomyces cerevisiae, infatti, ha condiviso un antenato comune con 
l’uomo circa un miliardo di anni fa (Douzery, et al., 2004); ciò porta a molte 
equivalenze a livello genomico, poiché lievito e uomo condividono diverse migliaia 
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di geni ortologhi, che rappresentano un terzo del genoma di lievito (O’Brien, et al., 
2005). 
L’interesse per questo organismo, divenuto ormai un sistema genetico modello, è 
nato poiché la sostituzione di geni di lievito con i loro equivalenti umani porta a 
conservazione funzionale nonostante la divergenza evolutiva (Kachroo, et al., 2015). 
È noto che le funzioni di molti geni “essenziali” di lievito sono mantenute mediante 
specifici pathway nonostante la divergenza della sequenza (Kachroo, et al., 2015). 
Questo ha spinto i ricercatori a verificare se geni umani potessero rimpiazzare i 
corrispondenti nella cellula di lievito. Per questo motivo sono stati sostituiti geni di 
lievito essenziali con i loro ortologhi umani al fine di valutare la loro funzionalità con 
saggi di complementazione del difetto di crescita dovuto alla delezione dei geni 
fondamentali (Kachroo, et al., 2015). 
I risultati hanno evidenziato che il 47% dei geni considerati potrebbero essere 
sostituiti dai rispettivi geni umani. In particolare, questa percentuale comprende 
geni del metabolismo di vitamine e cofattori, metabolismo lipidico, metabolismo 
degli amminoacidi, metabolismo dei nucleotidi, metabolismo energetico. Altri geni 
invece non possiedono questa intercambiabilità come ad esempio i geni della 
replicazione del DNA e i geni coinvolti nella crescita e morte cellulare (Kachroo, et 
al., 2015). 
Sembra che la capacità di alcuni geni di essere intercambiabili dipenda dalla 
proprietà di altri geni della stessa via o complesso di essere anche sostituibili. 
I risultati potrebbero interessare la ricerca medica in quanto è possibile, in lievito, 
testare rapidamente la sensibilità di varianti a diversi farmaci. 
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La ricerca sul lievito ha contribuito alla comprensione di particolari malattie 
neurologiche come l’atassia con aprassia oculomotoria tipo 2 (AOA2) e la  sclerosi 
laterale amiotrofica (SLA4) che presentano mutazioni a livello del gene SETX, il cui 
omologo in lievito è Sen1 (Steinmetz, et al., 2006). 
Quest’ultimo è un’elicasi che agisce come terminatore della trascrizione di RNA non 
codificanti. 
La mutazione di un singolo amminoacido causa drammatici cambiamenti nella 
localizzazione cellulare della polimerasi II sia su geni non codificanti che codificanti 
per proteine, che suggerisce un ruolo importante nella regolazione della trascrizione 
in lievito e presumibilmente nell’uomo. Si prevede che studi sul ceppo di lievito 
sen1-E1597K renderanno possibile una mappatura globale del ruolo di questo 
enzima e identificherà il suo ruolo nel controllo della trascrizione di diversi geni, i 
quali si spera chiariscano la funzione molecolare di Sen1. Il lievito è stato utilizzato 
anche per lo studio dei meccanismi dell’invecchiamento cellulare e per stabilire il 
collegamento tra i fattori ambientali, i nutrienti e l’invecchiamento (Petranovic e 
Nielsen, 2008). 
Nella sindrome di Werner, malattia autosomica recessiva, si hanno mutazioni nel 
gene WRN che provocano perdita di funzione di una DNA elicasi appartenente alla 
famiglia RecQ; ciò provoca riduzione della durata della vita replicativa che sta alla 
base dell’invecchiamento precoce (Ouellette, et al., 2000). 
Sgs1 è l’ortologo in lievito e quest’ultimo recentemente viene usato per studi sulla 
durata della vita cellulare la quale dipende dal periodo di tempo che la cellula 
sopravvive in uno stato di non divisione (Kaeberlein, et al., 2007).  
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Capire i meccanismi alla base dell’invecchiamento è particolarmente rilevante per 
decifrare il declino delle cellule umane non sottoposte a divisione mitotica come i 
neuroni.  
Ci sono diverse malattie, condizioni e processi rilevanti per la salute umana che 
possono essere studiati in lievito che includono il cancro (Hartwell, 2004), il 
metabolismo del DNA (Workmann, et al., 2006), l’apoptosi (Madeo, et al., 2004), il 
controllo del ciclo cellulare (Nurse, 2002), le malattie cardiache (Hughes, et al., 
2005), il metabolismo del colesterolo (Hughes, et al., 2007), il diabete (Hong, et al., 
2003), le malattie relative al mal funzionamento dei mitocondri (Perocchi, et al., 
2008), le infezioni retrovirali (Irwin, et al., 2005) e un gran numero di malattie 
neurodegenerative come il Parkinson, l’Alzheimer e l’Huntington (Outeiro e 
Muchowshi, 2004). 
Negli esseri umani queste patologie neurodegenerative citate sono caratterizzate 
dalla progressiva perdita selettiva di neuroni in diverse aree del cervello associata al 
misfolding di proteine (Ocampo e Barrientos, 2008). 
Il lievito offre numerosi vantaggi per lo studio delle malattie neurodegenerative con 
la sua biologia relativamente meno complessa e ben caratterizzata, rispetto ai 
modelli di mammifero. Comunque, il lievito come modello ha limiti naturali: è 
unicellulare e non funzionalmente collegato ad altre cellule. I lieviti sono primitivi 
rispetto ai neuroni in quanto mancano delle strutture morfologiche quali dendriti, 
assoni e sinapsi e di tutte funzioni specializzate associate. Tuttavia, i modelli di 
lievito rimangono uno strumento molto prezioso per indagare sui meccanismi 
cellulari in quanto le vie metaboliche di base coinvolte nella neurodegenerazione 
sono ben conservate in Saccharomyces cerevisiae (Ocampo e Barrientos, 2008). 
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Il lievito rimane quindi un organismo modello anche per lo studio di geni umani di 
cui non sono presenti gli omologhi in lievito, in quanto è possibile esprimere tali 
geni trasformando il lievito con plasmidi contenenti il cDNA del gene d’interesse. 
Altro caso in cui in lievito viene espressa una proteina umana è BRCA1, gene che 
codifica per la proteina di suscettibilità al cancro della mammella. Lo studio dei 
meccanismi nei quali il gene è coinvolto è fondamentale per capire il suo ruolo 
nell’insorgenza del cancro. 
I ricercatori hanno applicato i risultati ottenuti in lievito in cellule umane di cancro al 
seno raggiungendo gli stessi risultati. Questa corrispondenza è fondamentale in 
quanto permette di poter individuare nuove strategie terapeutiche mirate a geni o 
prodotti proteici all’interno del pathway (Manger e Winderickx, 2005). 
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Capitolo 2: Scopo della tesi 
 
Dalla letteratura e da studi precedenti svolti nel nostro laboratorio sappiamo 
che l'espressione di varianti patogenetiche di BRCA1 determina un aumento nella 
frequenza di ricombinazione e mutazione in lievito, effetto non riscontrato invece 
con l'espressione delle varianti neutre. Dati preliminari, oggetto di una tesi di 
dottorato, indicano che l’espressione di varianti patogenetiche di BRCA1 non 
inducono l’arresto del ciclo cellulare, suggerendo che l’aumento di ricombinazione 
omologa non è dovuto ad un accumulo di danno endogeno del DNA. Quindi, questo 
effetto potrebbe essere dovuto ad una interazione “funzionale” con proteine della 
ricombinazione. 
Studi condotti nel nostro laboratorio che sono stati oggetto di tesi precedenti 
ma non ancora pubblicati hanno evidenziato che l’espressione di varianti BRCA1 
patogenetiche e neutre in ceppi di lievito aploidi con delezioni nei geni RAD50, 
RAD51, RAD52 ed MRE11, induce effetti diversi sulla ricombinazione omologa. 
Questi risultati indicano che i geni della riparazione possono modificare il r ischio di 
insorgenza di tumore nei portatori di varianti BRCA1. Inoltre, studi effettuati in 
ceppi difettivi per la riparazione di rotture a doppio filamento (RAD50, RAD51, 
RAD52 e MRE11) suggeriscono che, anche se il lievito non ha l’omologo di BRCA1 , 
possiede i vari interattori che permettono a BRCA1 di interagire con i pathway di 
riparazione stessi. 
Per una validazione finale del saggio di ricombinazione in lievito, allo scopo di 
applicare questo test per un pre-screening clinico sui pazienti  occorre  uno studio 
più approfondito sull’effetto delle varianti di BRCA1 in Saccharomyces cerevisae. 
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Non ci sono ancora dati sull’effetto di BRCA1 sulla ricombinazione indotta da danno 
al DNA e sulla localizzazione in seguito al danno al DNA (wild-type e varianti). 
 
In questa tesi ci siamo quindi concentrati nel valutare se la posizione delle 
mutazioni patogenetiche in domini funzionali diversi di BRCA1, influisse in modo 
rilevante sulla riparazione del danno al DNA. A tal fine, per indurre il danno,  
abbiamo trattato le cellule con il metil metansulfonato, un agente alchilante che 
induce anche rotture a doppio filamento nel DNA, e abbiamo determinato la 
frequenza di ricombinazione omologa che è indice di danno al DNA. Lo scopo di 
questo lavoro è quello di capire se BRCA1 interagisce con la riparazione del DNA in 
lievito. 
Quindi, questo lavoro potrebbe anche contribuire ad una “validazione” del 
saggio funzionale messo a punto nel nostro laboratorio, per distinguere le varianti 
patogenetiche da quelle neutre. Inoltre, per la prima volta potremmo anche 
contribuire a determinare quali domini BRCA1 siano più rilevanti per la 
localizzazione intracellulare di BRCA1 in seguito al danno al DNA.  
Il progetto in cui si inserisce il mio lavoro di tesi ha come obbiettivo finale 
quello di capire se la genetica del lievito Saccharomyces cerevisiae possa chiarire il 
ruolo di BRCA1 nella cancerogenesi, dando indicazioni su quale sia la “funzione” di 
BRCA1 più “rilevante” per determinare il rischio di insorgenza di tumore.  
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Capitolo 3: Materiali e metodi 
 
3.1 Il ceppo RS112 
Il ceppo diploide RS112 di Saccharomyces cerevisiae (MATa/MATα, ura3-
52/ura3-52 leu3-3,112/leu2-Δ98, trp5-27/TRP5 arg4-3/ARG4, ade2-40/ade2-101, 
ilv1-92/ilv1-92, HIS3::pRS6/his3Δ200 LYS2/lys2-801) è stato costruito da R. Schiestl 
(Schiestl et al.,1988) mediante l’integrazione del plasmide pRS6  che contiene un 
frammento interno del gene HIS3 ed il marcatore LEU2. 
L’integrazione del plasmide per ricombinazione omologa nel locus HIS3 genomico 
determina l’interruzione del gene HIS3 e l’integrazione del gene LEU2 rendendo il 
lievito capace di crescere in terreno privo leucina, ma non in terreno privo di 
istidina. 
L’evento di integrazione porta alla formazione di due alleli his3 uno con delezione al 
3’ e l’altro con delezione al 5’ separati dal marcatore LEU2; considerando che gli 
alleli presentano 400 bp di omologia, è possibile che avvenga un processo di 
ricombinazione intracromosomica che permetta al ceppo, diventato HIS3+, di 
crescere in terreno privo di istidina e non di leucina. Il ceppo diploide ha anche 
mutazioni eteroalleliche in entrambi gli alleli ade2, ciò rende il ceppo auxotrofo in 
adenina (Figura 3). 
Il ceppo diploide RS112 quindi viene utilizzato per valutare la frequenza di 
ricombinazione sia intra-  che intercromosomica. 
 
Questo ceppo diploide e il suo progenitore aploide RSY6 sono stati ampiamente 
utilizzati per studi genetici sui meccanismi di ricombinazione sia spontanea che 
40 
 
indotta da agenti fisici e chimici (Schiestl, et al.,1988; Galli e Schiestl, 1995; Collavoli, 
et al., 2008). 
A B  
Figura 3: Eventi di ricombinazione omologa misurabili nel ceppo RS112. (A) Integrazione dell'allele 
LEU2 ed interruzione di HIS3 determina la formazione di un substrato di ricombinazione 
intracromosomica. Un evento di ricombinazione tra gli alleli his3 deleti determina il ripristino del 
gene HIS3 wild-type e perdita del marcatore LEU2. (B) Mutazioni eteroalleliche negli alleli ade2 e 
ricombinazione intercromosomica che ripristina il gene ADE2. 
 
3.2 I plasmidi 
I plasmidi sono delle molecole di DNA circolare a doppia elica naturalmente 
presenti nei batteri. In biologia molecolare i plasmidi vengono utilizzati come vettori 
per introdurre in cellule frammenti di DNA naturalmente non presenti.  
 
I plasmidi utilizzati sono dei repliconi cioè capaci di replicazione autonoma 
indipendente quindi dalla replicazione della cellula in cui si trovano. 
Ci siamo serviti del plasmide d’espressione pYES2 (Figura 4), specifico per 
trasformare il ceppo di lievito RS112, sia con la sola sequenza del plasmide che con 
il cDNA di BRCA1 wild-type e delle sue varianti missenso legato o meno al 
cromoforo mCherry. 
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Figura 4: Schema del plasmide pYES2. 
 
Il plasmide pYES2 è dotato di: 
 Promotore GAL1 inducibile dal galattosio specifico per l’espressione di 
proteine in Saccharomyces cerevisiae 
 Promotore T7 per l’RNA polimerasi T7 
 Terminatore della trascrizione del gene CYC1 
 Origine di replicazione batterica 
 Gene per la resistenza all’ampicillina per la selezione dei batteri trasformati 
con questo plasmide 
 Gene URA3 per selezionare le cellule di lievito che hanno assunto in 
plasmide 
 Origine di replicazione del lievito 
 Origine f1 
 Sito multiplo di clonaggio. 
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In questo studio, per esprimere BRCA1 nel lievito abbiamo utilizzato i seguenti 
plasmidi derivati da pYES2: pYES2-BRCA1, pYES2-BRCA1-C61G, pYES2-BRCA1-
M1775R, p-BRCA1-mCherry, p-BRCA1-K45Q-mCherry, p-BRCA1-C61G-mCherry, p-
BRCA1-R1751Q-mCherry, p-BRCA1-M1775R-mCherry. 
 
Il ceppo RS112 contenente pYES2-BRCA1 wild-type o le sue varianti missenso 
fuse al 3’ con il cromoforo mCherry, è stato trasformato anche con il plasmide 
pUN100-LEU2 contenente il cDNA della nucleoporina Nup133 fuso con il fluoroforo 
GFP. 
Il plasmide ha come marcatore il gene LEU2 perciò le cellule trasformate con 
entrambi i plasmidi saranno in grado di crescere in terreno selettivo privo sia di 
uracile, marcatore del plasmide pYES2, sia di leucina marcatore del plasmide 
pUN100. 
 
3.3 Terreni di coltura 
I terreni di coltura sono i mezzi, liquidi o solidi, nei quali le cellule vengono 
fatte crescere. 
Il terreno utilizzato per la crescita dei batteri è il terreno LB così composto:  
 10 g di Triptone 
 5 g di Yeast Exctract 
 5 g di NaCl 
 1 ml di NaOH 1N 
 1 l di acqua sterile 
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 Ampicillina (100 mg/ml) diluita 1:1000 per assicurare la crescita solo dei 
nostri batteri i quali, se trasformati con il plasmide pYES2, risultano resistenti 
all’antibiotico. 
 
Un tipo di terreno per la crescita delle cellule di lievito è quello completo o YPAD, 
ricco di tutti i nutrienti necessari per permettere il raggiungimento della fase di 
crescita esponenziale. 
Il terreno YPAD è composto da: 
 20 g di Bactopeptone 
 10 g di Yeast Exctract 
 20 g di Glucosio 
 1 l di acqua sterile 
 20 g di agar in caso di terreno solido. 
 
Il terreno selettivo invece è un mezzo nel quale sono presenti tutti i nutrienti tranne 
basi azotate o amminoacidi specifici al fine di selezionare quei ceppi trasformati con 
plasmidi che fanno acquisire la capacità di prodursi quegli amminoacidi o basi 
azotate autonomamente senza assorbirli dal terreno. 
Il terreno selettivo è composto da: 
 8 g di Yeast Nitrogen Base 
 20 g di Glucosio o 50 g di Galattosio 
 0,8 g del mix dei nutrienti privo degli amminoacidi o basi azotate d’interesse 
 1 l di acqua sterile 
 20 g di agar in caso di terreno solido 
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In particolare sono stati preparati i seguenti terreni selettivi: 
 Terreno privo di uracile, per selezionare le cellule trasformate con il 
plasmide pYES2 
 Terreno privo di uracile e leucina, per selezionare le cellule trasformate con 
il plasmide pYES2 ed il plasmide pUN100 
 Terreno privo di istidina, per determinare la frequenza di ricombinazione 
intracromosomica 
 Terreno privo di adenina, per determinare la frequenza di ricombinazione 
intercromosomica. 
 
È noto che la crescita cellulare in terreno contenente il solo glucosio come fonte di 
carbonio, provochi l’inibizione dei promotori inducibili da galattosio. 
Per favorire un’ottimale induzione delle cellule trasformate con il plasmide 
contenente il cDNA di BRCA1 wild-type e delle sue varianti, ma con al 3’ il 
cromoforo mCherry fuso, è stato utilizzato per la crescita un altro terreno selettivo 
così composto: 
 1,7 g di Yeast Nitrogen Base 
 5 g di Ammonio solfato 
 5 g di Glucosio 
 0,77 g del mix di nutrienti privo degli amminoacidi o basi azotate d’interesse 
 33 ml di Sodio lattato 
 20 ml di Glicerolo 
 947 ml di acqua sterile 
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Questo terreno a differenza degli altri selettivi fornisce come fonte di carbonio 
oltre al glucosio anche il glicerolo diminuendo l’inibizione dei promotori 
inducibili da galattosio. 
 
Prima dell’utilizzo tutti i terreni vengono sterilizzati tramite un ciclo a di 20 minuti a 
118°C in autoclave. 
 
3.4 Trasformazione batterica con DNA plasmidico 
I plasmidi utilizzati in questo lavoro sono mantenuti in cellule batteriche di 
Escherichia coli e conservati a -80°C. 
Cellule competenti DH5 vendono trasformate con i plasmidi d’interesse secondo il 
seguente protocollo: 
 Aggiungere 20-100 ng di DNA plasmidico (5 l) in 100 l di sospensione 
batterica, mentre si aggiungeranno 5 l di acqua in altri 100 l di 
sospensione batterica come controllo negativo. 
 Incubare per 30 minuti in ghiaccio 
 Porre 1 minuto in bagnetto a 42°C per indurre lo shock termico e favorire il 
processo di trasformazione 
 Diluire le cellule con 900 l di terreno LB liquido 
 Incubare a 37°C per almeno 30 minuti per favorire la proliferazione dei 
batteri 
 Piastrare 100 l della coltura batterica in terreno LB solido contenente 
l’antibiotico ampicillina (100 g/ml) 
 Incubare le piastre a 37°C per 17-24 ore. 
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Solo le cellule trasformate esprimeranno la -lattamasi che degrada l’ampicillina 
rendendo possibile la crescita dei batteri in piastra.  
 
3.5 Estrazione del DNA plasmidico da batteri 
L’estrazione del DNA plasmidico da Escherichia coli avviene utilizzano un kit 
commerciale della Promega© dal nome “Wizard Plus SV Minipreps DNA Purification 
System”. 
Il protocollo prevede: 
 Risospendere il pellet, ottenuto da coltura overnight di 1-10 ml di batteri 
tramite centrifuga a 300 rpm per 5 minuti, con 250 μl di Cell Resuspension 
Solution 
 Aggiungere 250 μl di Cell Lysis Solution ad ogni campione ed invertire le 
eppendorf quattro volte 
 Aggiungere 10 μl di Alkaline Proteasi Solution ed invertire le eppendorf 
quattro volte 
 Incubare a temperatura ambiente per 5 minuti 
 Aggiungere 350 μl di Neutralization Solution ed invertire le eppendorf 
quattro volte 
 Centrifugare a 13000 rpm per 10 minuti 
 Recuperare il sovranatante e trasferirlo in una Spin Column 
 Centrifugare a 13000 rpm per 1 minuto 
 Eliminare l'eluito e rimettere la colonnina nel Collection Tube 
 Aggiungere 750 μl di Wash Solution con etanolo 
 Centrifugare a 13000 rpm per 1 minuto 
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 Eliminare l'eluito e aggiungere 250 μl di Wash Solution 
 Centrifugare a 13000 rpm per 2 minuti 
 Trasferire la Spin Column in una eppendorf da 1,5 ml e aggiungere 50 μl di 
acqua sterile 
 Centrifugare a 13000 rpm per 1minuto 
 Recuperare l'eluito contenente il plasmide. 
 
Per verificare l’avvenuta estrazione del DNA plasmidico, si effettua una corsa 
elettroforetica di 5 l di campione su gel di agarosio all’1%. 
 
3.6 Trasformazione di Saccharomyces cerevisiae con DNA plasmidico 
Ottenuto il plasmide con il protocollo sopra descritto, questo deve essere 
inserito all’interno delle cellule di lievito. Per fare ciò si usa il protocollo di 
trasformazione messo a punto da Robert Schiestl (Gietz e Schiestl., 2007): 
 Inoculare una colonia di lievito in 10 ml di YPAD 
 Dopo 24 ore di crescita a 30°C, diluire la coltura quattro volte mediante 
l’aggiunta di 50 ml di terreno fresco YPAD. Incubare nuovamente per 3-4 ore 
a 30°C per riportare le cellule alla fase esponenziale di crescita 
 Lavare le cellule due volte in acqua sterile tramite centrifugazione per 5 
minuti a 3000 rpm 
 Risospendere il pellet in 1 ml di acqua sterile 
 Trasferire 0,1 ml della crescita in tante eppendorf quante sono le 
trasformazioni da fare, più un’altra eppendorf che farà da  controllo negativo 
 Centrifugare le eppendorf per 1 minuto a 13000 rpm per ottenere il pellet 
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In ogni eppendorf vengono poi aggiunti: 
 240 l di Glicole Polietilenico (PEG) 3500 50%, che causa uno shock osmotico 
alle cellule favorendo così l’assorbimento di acqua dall’ambiente esterno  
 36 l di Litio Acetato 1 M, che aumenta la permeabilità della parete 
 50 l di DNA a singolo filamento. Il ssDNA viene aggiunto in quantità 
maggiore rispetto al DNA plasmidico in modo da favorire la sua 
degradazione da parte della nucleasi cellulari rispetto a quello del plasmide 
 34 l tra acqua e DNA plasmidico (20 g). Il volume di DNA dipende dalla sua 
concentrazione; nel controllo negativo 34 l saranno di sola acqua. 
 Risospendere il pellet in questo mix di soluzione 
 Porre in bagnetto per 45 minuti a 42°C 
 Piastare 100 l di ogni campione in piastre con terreno selettivo per far 
crescere solo le cellule effettivamente trasformate con il plasmide. 
 
3.7 Western blot 
Il Western Blot è una tecnica che, mediante l’uso di anticorpi specifici, ci ha  
permesso di dimostrare che il ceppo di lievito RS112 è capace di sostenere 
l’espressione delle proteine d’interesse, BRCA1 e varianti missenso. 
 
3.7.1 Estrazione delle proteine 
È necessario estrarre le proteine dalle cellule di lievito che esprimono le 
proteine d’interesse. 
49 
 
Si inizia da una crescita overnight in 10 ml di terreno selettivo con glucosio privo di 
uracile e leucina. La coltura viene indotta tramite terreno selettivo con galattosio 
privo di uracile e leucina per 17-24 ore. 
Dopo lavaggi con acqua sterile, si recupera il pellet centrifugando per 5 minuti a 
3000 rpm. 
Il pellet viene pesato e risospeso con un rapporto (peso:volume) di 1:1 nel Lysis 
Buffer composto da : 
 50 mM di Tris-HClpH 7.5 
 100 mM di NaCl 
 1,5 mM di MgCl2 
 0,15% di NP40 
Per ogni 10 ml di soluzione finale si aggiunge 1 mM di fluoruro di 
fenilmetansulfonile (PMSF) e una pasticca di “Protease inhibitor” cocktail della 
Roche© per inibire le proteasi cellulari. 
A questo punto si aggiungono le glass beads con un rapporto di 1:1 rispetto al peso 
del pellet. 
I campioni vengono posti sul rotore del Fastprep®-24 e vengono agitati quattro 
volte per 20 secondi alternando 2 minuti in ghiaccio. 
Successivamente i campioni vengono centrifugati a 13000 rpm, a 4°C per 10 minuti. 
 
3.7.2 Quantificazione delle proteine con saggio Bradford 
Il reagente Bradford è un colorante blu comassie che si lega alle proteine e 
determina una colorazione blu alla soluzione. 
50 
 
Leggendo l’assorbanza a 595 nm ed interpolando i valori ad una retta di calibrazione 
si riesce a ricavare le concentrazioni dei campioni proteici. 
La retta di calibrazione è costruita ricavando i valori di assorbanza di una proteina a 
concentrazione nota, BSA 2 mg/ml. 
Il colorante Bradford deve essere diluito 1:5, quindi 40 μl in un volume finale di 200 
μl. 
Si misurano diversi valori di assorbanza a concentrazione crescente di BSA ed in 
particolare si effettuano 5 misurazioni: 
1. Standard0 160 μl di H2O + 40 μl di Bradford 
2. Standard1 159 μl di H2O + 40 μl di Bradford + 1 μl di BSA (2 g) 
3. Standard2 158 μl di H2O + 40 μl di Bradford + 2 μl di BSA (4 g) 
4. Standard3 156 μl di H2O + 40 μl di Bradford + 4 μl di BSA (8 g) 
5. Standard4 152 μl di H2O + 40 μl di Bradford + 8 μl di BSA (16 g) 
 
Per ogni campione si effettuano due diluzioni 1:100 e 1:200 : 
1. Diluizione 1:100 : 158 μl di H2O + 40 μl di Bradford + 2 μl di campione 
2. Diluizione 1:200 : 159 μl di H2O + 40 μl di Bradford + 1 μl di campione 
A questo punto si misura l'assorbanza allo Spectra Count ottenendo valori compresi 
tra 1-3 μg/μl. 
 
3.7.3 Corsa elettroforetica 
La corsa elettroforetica ha lo scopo di separare le diverse proteine presenti 
nel campione in base alle loro dimensioni. 
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Per questo lavoro sono stati utilizzati gel precast, 4-15%, MINI-PROTEAN® TGX 
Stain-FreeTM , BIORAD. 
Il gel viene posto nella vaschetta nella quale viene aggiunto in buffer di corsa. 
Generalmente per la corsa elettroforetica si usano 30 g di proteine. Vengono 
quindi preparati i campioni che devono avere un volume finale di 24 l di cui 6 l 
sono di Loading buffer ed i restanti sono di campione ed eventualmente acqua 
sterile. 
I campioni vengono denaturati tramite bollitura per 6 minuti a 80°C e poi caricati 
nelle “lane” insieme ad un marker. 
L’alimentatore viene impostato a 120/160 V. 
La corsa verrà interrotta osservando la separazione delle bande del marker in 
funzione del peso delle nostre proteine d’interesse. 
 
3.7.4 Trasferimento su membrana 
Interrotta la corsa elettroforetica, si recupera il gel che viene posto nel 
macchinario per il trasferimento, il Trans-Blot® Turbo™ Transfer System della 
BIORAD. 
Anche il “sandwich” è precast, il TRANS-BLOT TURBOTM TRANSFER PACK (0.2 µm 
nitrocellulosa). 
Quest’ultimo come il tradizionale “sandwich” è costituito da carta assorbente 
imbevuta di buffer di trasferimento che si pone sul supporto, la membrana sulla 
quale si poggia il gel e altra carta assorbente. 
Il supporto viene chiuso; il trasferimento avviene in 10 minuti a 25 V e 1,3 A. 
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Al termine si recupera la membrana e per verificare il giusto trasferimento delle 
proteine si colora con colorante ponceau 1X in modo da evidenziare le bande 
proteiche. 
 
3.7.5 Il legame dell’anticorpo 
Dopo la colorazione, la membrana viene lavata con acqua e le proteine fissate 
tramite un volume variabile di Blocking Solution (MILK 0,5%) per 1 ora. 
Per verificare poi la presenza di BRCA1 tra le proteine estratte e trasferite sulla 
membrana, la membrana viene trattata con un anticorpo primario anti-BRCA1 
(Santa-cruz Biotecnology©) diluito 1:200 in MILK 0,5% per tutta la notte a 4°C in 
modo da permettere il legame con le proteine trasferite. 
Successivamente, la membrana viene sottoposta a 7 lavaggi da 5 minuti con TBST 
1X per eliminare l’anticorpo in eccesso. 
Viene poi utilizzato l’anticorpo secondario anti-mouse IgG-HRP (Santa-cruz 
Biotecnology©) diluito 1:2000 in MILK 0,5% che riconoscerà il primario. 
 
3.7.6 Sviluppo 
Gli anticorpi secondari sono coniugati con l'enzima perossidasi di rafano, che è 
in grado di reagire con il substrato Amersham ECL Western Blotting Detection 
Reagents della GE Healthcare Life Sciences; la reazione emette fluorescenza ed 
impressiona la lastra fotografica. 
In camera oscura, la membrana viene bagnata con il substrato e posta dentro una 
bustina trasparente. 
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Sopra la busta ed in corrispondenza della membrana viene posizionata la lastra 
fotografica. 
Il tutto viene chiuso dentro una cassetta per un tempo variabile, inversamente 
proporzionale alla concentrazione delle proteine. 
La lastra viene poi immersa in una soluzione di sviluppo e poi di fissaggio; la lastra 
mostrerà delle bande in corrispondenza delle posizioni della membrana in cui si 
trova BRCA1. 
 
3.8 PCR quantitativa o RTq-PCR 
La Real-Time PCR è una tecnica che permette di amplificare e quantificare il 
cDNA derivante da retro trascrizione di RNA totale. 
 
3.8.1 Estrazione dell’RNA totale 
È necessario iniziare sempre da un inoculo overnight a 30°C di una singola 
colonia in terreno selettivo con glucosio e privo di uracile e leucina. 
Dopo lavaggio con acqua sterile, tramite centrifuga a 3000 rpm a 20°C per 5 minuti 
si ottiene il pellet che viene risospeso in terreno selettivo con galattosio privo di 
uracile e leucina ed incubato a 30°C per tutta la notte per indurre l’espressione della 
proteina.  
Per l’estrazione dell’RNA è necessario: 
 Diluire 1 µl di Proteinasi K 50 µg/µl in 300 µl di Extraction Reagent per RNA 
per ogni campione 
 Centrifugare l’inoculo di partenza e fare una diluizione 1:10 
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 Aggiungere 300 µl del mix contenente la proteinasi K e vortexare per 
qualche istante 
 Incubare a 70°C per 10-15 minuti 
 Mettere il campione in ghiaccio 3-5minuti 
 Aggiungere 175 µl di MPC Protein Precipitation Reagent (Kit) e vortexare per 
10 secondi 
 Centrifugare a 4°C, 13000 rpm per 10 minuti 
 Trasferire il sovranatante in nuove eppendorf 
 Aggiungere a ciascun campione 500 µl di isopropanolo ed invertire le 
eppendorf 30-40 volte 
 Centrifugare a 4°C, 13000 rpm per 10 minuti 
 recuperare il pellet e rimuovere i residui di isopropanolo 
 Per ciascun campione preparare 200 µl di DNasi I Solution costituita da: 20 
µl di DNasi buffer 10X, 175 µl di acqua deionizzata, 5 µl di RNasi-free DNasi I 
 Risospendere ogni pellet in 200 µl di DNasi I Solution e incubare a 37°C per 
10 minuti 
 Aggiungere 200 µl di 2X T e C Lysis Solution e vortexare per 5 secondi 
 Aggiungere 200 µl di MPC Protein Precipitation Reagent e vortexare per 10 
secondi 
 Incubare in ghiaccio per 3-5 minuti 
 Centrifugare a 4°C, 13000 rpm per 10 minuti 
 Trasferire il sovranatante in nuove eppendorf 
 Aggiungere 500 µl di isopropanolo ed invertire le eppendorf 30-40 volte 
 Centrifugare a 4°C, 13000 rpm per 10 minuti 
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 Rimuovere il sovranatante e lavare 2 volte il pellet con etanolo (circa 100 µl) 
 Rimuovere i residui di etanolo 
 Risospendere l’RNA in 35 µl di TE Buffer e aggiungere 1 µl di RNasi inhibitor 
(RiboGuard) 
L’estrazione dell’RNA viene poi valutata effettuando una corsa elettroforetica di 1µl 
di campione su gel d’agarosio 1%. 
La concentrazione finale del campione viene misurata al nanodrop. 
 
3.8.2 Reverse-PCR 
La PCR Retro-trascrizionale produce, a partire da RNA, del DNA 
complementare a singolo filamento detto cDNA, mantenendo inalterati i rapporti  
relativi di concentrazione delle diverse specie di RNA. 
Il campione (1 µg di RNA) subisce un altro trattamento con 2 µl di DNasi (e acqua 
fino ad un volume finale di 14 µl) ed incubando a 42°C per 2 minuti. 
Al campione, mantenuto poi in ghiaccio, si aggiungono: 
 4 µl di buffer 
 1 µl di polimerasi 
 1 µl di primer mix 
Si imposta quindi la PCR per 20 minuti a 42°C e 3 minuti a 95°C. 
 
3.8.3 Real-Time 
Vengono eseguite tre reazioni diverse per ogni variante in analisi per mettere 
a confronto l’espressione dell’RNA di BRCA1 con quella di due geni housekeeping 
del lievito, ovvero la PDA e la PGK. 
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In ogni eppendorf si aggiungono: 
 10 µl di master mix (SYBR Green: composto fluorescente intercalante il DNA) 
 0,75 µl di primer FORWARD (diluito 1:10) 
 0,75 µl di primer REVERSE (diluito 1:10) 
 5 µl di cDNA (diluito 1:20) 
 3,5 µl di acqua sterile. 
Alla fine, l’analisi restituirà un diagramma della fluorescenza sul numero dei cicli che  
avrà un caratteristico andamento sigmoide.  
 
I primers utilizzati per le reazioni di Real-Time sono i seguenti: 
BRCA1: 5’-CCAAATGTAGTATCAAAGGAGGCTC-3’ 
              5’-AAAAGTGGTGGTATACGATATGGG-3’ 
PDA1: 5’-TTGCTAAGGACTGGTGTCTATC-3’ 
            5’-AATCTCGTCTCTAGTTCTGTAGG-3’ 
PGK1: 5’-TCACTCTTCTATGGTCGGTTTCG-3’ 
            5’-AATGGTCTGGTTGGGTTCTCC-3’ 
 
3.9 Saggio di sopravvivenza cellulare dopo trattamento con MMS 
L’espressione di BRCA1 determina una diminuzione della crescita in lievito, 
probabilmente a causa di accumulo di danni. 
Lo scopo di questo saggio è quello di verificare in che modo la sopravvivenza 
cellulare venga influenzata dall’espressione di BRCA1 wild-type e dalle sue varianti 
in seguito al trattamento con l’MMS. 
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Il protocollo prevede l’inoculo diuna singola colonia in 5 ml di terreno selettivo con 
glucosio privo di uracile e leucina e incubazione a 30°C per tutta la notte.  
Dopo lavaggio con acqua sterile si recupera il pellet, tramite centrifuga a 3000 rpm a 
20°C per 5 minuti. 
Per indurre l’espressione della proteina il pellet viene risospeso in 5 ml di terreno 
selettivo con galattosio privo di uracile e leucina ed incubato a 30°C per tutta la 
notte. 
Di ogni campione viene misurato l’OD e un milione di cellule, in un volume finale di 
200 l, viene trasferito nei pozzetti di una multiwell e trattato a diverse dosi di 
MMS. 
Le dosi utilizzate sono state: 
 10 g/ml 
 20 g/ml 
 40 g/ml 
 50 g/ml 
 100 g/ml 
 200 g/ml 
Le colture vengono poste nell’agitatore a 30°C per 2 ore.  
A questo punto si preparano le diluizioni al fine di piastrare 200 cellule secondo 
questo schema: 
 Diluizione 10-3 per le cellule non trattate con MMS e quelle trattate con le 
dosi 10 g/ml e 20 g/ml di MMS 
 Diluizione 10-2 per le cellule trattate con le dosi 40 g/ml, 50 g/ml, 100 
g/ml e 200 g/ml di MMS 
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Di ogni campione diluito si piastrano in doppio 200 l in piastre YPAD; le piastre 
vengono incubate a 30°C per 2-3 giorni. 
 
Per il calcolo delle sopravvivenza è necessario innanzitutto contare le colonie nelle 
piastre in doppio e farne la media. 
 
Poi, tenendo conto del fattore di diluizione, si calcola la sopravvivenza come:  
 
media del numero di colonie trattate con la dose di MMS*fattore di diluizione 
media del numero di colonie non trattate con MMS *103 
 
Ad esempio per la coltura trattata con 100 g/ml di MMS, la sopravvivenza sarà: 
 
media del numero di colonie trattate con la dose di MMS*101 
media del numero di colonie non trattate con MMS *103 
 
 
3.10 Saggio di ricombinazione intra- ed intercromosomica dopo trattamento con 
MMS 
Il saggio permette di determinare la frequenza degli eventi di ricombinazione 
e conversione genica in quanto l’evento di ricombinazione intracromosomica 
ripristina il gene HIS3 e fa acquisire al ceppo la capacità di crescere in terreno privo 
di istidina; mentre la ricombinazione intercromosomica ripristina il gene ADE2 
permettendo la crescita in terreno privo di adenina. 
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Gli inoculi di singole colonie, prese da terreno selettivo con glucosio privo di uracile, 
vengono fatti in 5 ml di terreno selettivo liquido con glucosio e privo di uracile e 
leucina in modo da permettere la crescita di quelle cellule che portano il plasmide 
ma che non hanno ancora effettuato eventi di ricombinazione. La coltura rimane in 
agitazione a 30°C per 17-24 ore. 
Dopo lavaggi con acqua sterile, si recupera il pellet tramite centrifuga a 3000 rpm a 
20°C per 5 minuti, si risospende in 5 ml di terreno selettivo liquido con galattosio 
privo di uracile e leucina; la coltura rimane in agitazione a 30°C per 2-3 ore. 
La coltura successivamente viene trattata con dosi crescenti dell’alchilante MMS e 
lasciata in agitazione a 30°C per 17-24 ore. 
In particolare le dosi di MMS sono state: 
 10 g/ml 
 50 g/ml 
 100 g/ml 
 150 g/ml 
A questo punto le cellule sono pronte per essere piastrate. Per fare ciò è necessario 
eseguire delle diluizioni della coltura, precedentemente centrifugata, lavata con 
acqua sterile e risospesa in 1 ml di acqua sterile. 
Le diluizioni vengono preparate a seconda dell’evento da individuare.  
L’evento di ricombinazione e reversione deve essere calcolato in rapporto alla 
sopravvivenza cellulare che si saggia piastrando in terreno completo YPAD. 
Le diluizioni sono state eseguite secondo questo schema: 
 Diluizione 10-5 in modo da piastrare 100-200 cellule, per valutare la 
sopravvivenza cellulare 
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 Diluizione 10-2 in modo da piastrare 103 cellule, per valutare la 
ricombinazione intracromosomica 
 Diluizione 10-1 in modo da piastrare 104 cellule, per valutare la 
ricombinazione intercromosomica. 
Preparate le diluizioni, si procede piastrando, in doppio, 100 l dalle diluizioni nelle 
opportune piastre. In particolare la sopravvivenza cellulare viene determinata in 
piastre con terreno completo; la ricombinazione intracromosomica viene 
quantificata in piastre con terreno selettivo con glucosio privo di istidina; la 
ricombinazione intercromosomica viene calcolata in piastre con terreno selettivo 
con glucosio privo di adenina. 
Le piastre vengono poi incubate a 30°C per 2-3 giorni. 
 
Per il calcolo della frequenza di ricombinazione intra- ed intercromosomica si inizia 
contando le colonie delle piastre in doppio e facendo la media. 
Poi tenendo conto del fattore di diluizione, si calcola la frequenza di ricombinazione  
intracromosomica come: 
 
media del numero di colonie in terreno privo di istidina*102 
media del numero di colonie in terreno completo *105 
 
Allo stesso modo la frequenza ricombinazione intercromosomica si calcola come: 
 
media del numero di colonie in terreno privo di adenina*101 
media del numero di colonie in terreno completo*105 
61 
 
3.11 Localizzazione di BRCA1 tramite microscopia 
Il microscopio a fluorescenza è un microscopio ottico che viene utilizzato per 
studiare i campioni sfruttando il fenomeno della fluorescenza. 
La molecola d’interesse, nel nostro caso la proteina BRCA1, viene marcata in 
maniera specifica con un cromoforo. La sorgente di luce utilizzata per irradiare in 
preparato è ad alta energia e a lunghezza d’onda corta (es. UV o blu) o a bassa 
energia e a lunghezza d’onda maggiore (es. verde o rosso) secondo la legge di 
Stokes secondo la quale la lunghezza d’onda varia inversamente all’energia della 
radiazione. 
Nei fenomeni di fluorescenza l'intensità dell'emissione luminosa è specifica per ogni 
sostanza e diminuisce nel tempo molto rapidamente, con una legge esponenziale 
analoga a quella del decadimento radioattivo; in pratica si può dire che la 
fluorescenza, a differenza della fosforescenza, cessa al cessare della causa di 
eccitazione. 
Nel microscopio a fluorescenza viene inserito nel percorso ottico un sistema di filtri, 
eccitazione, dicroico e sbarramento. 
I filtri di eccitazione permettono di illuminare il campione con lunghezze d'onda 
selezionate provenienti dalla sorgente luminosa. I filtri di sbarramento sono scelti 
per assorbire le lunghezze d'onda di eccitazione e permettono di far passare solo le 
lunghezze d'onda emesse dal campione. 
Gli specchi dicroici sono filtri specializzati disegnati per riflettere efficientemente 
lunghezze d'onda di eccitazione e lasciar passare lunghezze d'onda di emissione. 
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Figura 5: Schema di funzionamento di un microscopio a fluorescenza 
 
Nel nostro caso, per la preparazione del campione, il ceppo RS112 è stato 
trasformato sia con il plasmide contenete il gene BRCA1 wild-type o le sue varianti 
missenso, sia con il plasmide contenente la proteina nucleare Nup133; la proteina 
BRCA1 è fusa con il cromoforo mCherry, mentre la proteina Nup133 è fusa alla GFP. 
Il protocollo è il seguente: 
 Incubare i campioni inoculati in terreno selettivo contenete sodio lattato e 
privo di uracile e leucina a 30°C per 48 ore  
 Induzione dell’espressione della proteina tramite terreno selettivo 
contenente galattosio e privo di uracile e leucina per 17-24 ore 
 Trattare con MMS alla dose di 50 g/ml per 2 ore 
 Visualizzazione dei campioni “in vivo” su vetrini al microscopio a 
fluorescenza 
 Calcolo della frequenza di localizzazione diffusa e tipo focus. 
  
63 
 
Capitolo 4: Risultati 
 
4.1 Espressione della proteina BRCA1 
L’obbiettivo finale di tutto il progetto è capire se BRCA1 interagisce con la 
ripazione del DNA in lievito e se le varianti missenso di BRCA1 modulano la 
riparazione del DNA in maniera diversa. In particolare, nel mio lavoro di tesi 
abbiamo determinato la localizzazione intracellulare di BRCA1 e l’effetto di BRCA1 
wild-type e delle sue varianti missenso sulla ricombinazione in seguito al 
trattamento con MMS, nel ceppo di lievito diploide RS112. 
Attraverso esperimenti di Western blot, abbiamo prima verificato se la proteina 
esogena venisse espressa nel ceppo diploide RS112. Per fare ciò, abbiamo 
trasformato il ceppo RS112 con il plasmide pYES2 contenente il cDNA di BRCA1 wild-
type o le sue varianti missenso; in parallelo, per poter visualizzare la proteina al 
microscopio, abbiamo trasformato lo stesso ceppo con plasmidi contenenti il cDNA 
di BRCA1 wild-type o delle varianti fuso al cromoforo mCherry (Millot, et al., 2011). 
Le cellule trasformate sono state incubate a 30°C per 17-24 ore in terreno 
contenente glucosio e privo di uracile e leucina. L’espressione della proteina è stata 
indotta incubando le cellule in terreno selettivo privo di uracile e leucina con 
galattosio. 
Dopo l’estrazione delle proteine avvenuta come descritta in materiali e metodi, le 
proteine sono state quantificate tramite saggio Bradford, caricate su gel per la corsa 
elettroforetica, trasferite su membrana e visualizzate tramite sviluppo su lastra 
fotografica. Con questi esperimenti abbiamo determinato il livello di espressione 
nel ceppo RS112 della proteina BRCA1 wild-type, BRCA1 wild-type-mCherry,  delle 
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varianti neutre BRCA1-K45Q-mCherry, BRCA1-R1751Q-mCherry e delle varianti 
patogenetiche BRCA1-C61G, BRCA1-C61G-mCherry, BRCA1-M1775R e BRCA1-
M1775R-mCherry. 
 
 
Figura 6: Analisi di Western blot su estratti proteici di colture di lievito dopo induzione in galattosio. 
In alto: (1) controllo negativo (cellule con plasmide vuoto); (2) estratto proteico da cellule contenenti 
BRCA1-K45Q-mCherry; (3) BRCA1-C61G-mCherry; (4) BRCA1-R1751Q-mCherry; (5) BRCA1-M1775R-
mCherry; (6) BRCA1 wild-type-mCherry; (7) controllo negativo (cellule con plasmide vuoto); (8) 
estratto proteico da cellule contenenti BRCA1 wild-type; (9) BRCA1-C61G; (10) BRCA1-M1775R. In 
basso: Fosfogliceratochinasi (PGK) come controllo di caricamento. 
 
Come si può notare in figura 6, sia la proteina BRCA1 wild-type che le e sue varianti 
missenso vengono espresse in lievito; infatti, le lastre mostrano delle bande 
all’altezza di 220 KDa corrispondente alla proteina “full length” (Figura 6, corsia 2-6, 
8-10), mentre non vi è alcuna banda nel campione corrispondente al controllo 
negativo (Figura 6, corsie 1 e7). 
Per confrontare i risultati abbiamo effettuato un’analisi densitometrica e 
normalizzato l’intensità della banda corrispondente a BRCA1 con quella 
corrispondente alla PGK (controllo di caricamento). L’analisi densitometrica in 
tabella 3, mostra che l’intensità delle bande corrispondenti a BRCA1 wild-type 
raggiunge un livello più alto rispetto a quello raggiunto dalle varianti. Inoltre,  le 
varianti BRCA1-mCherry raggiungono un livello di intensità più basso rispetto a 
quelle senza il cromoforo. 
 
 
       1       2        3        4         5        6       7                8               9             10 
BRCA1 
220 KDa 
PGK 
45 KDa 
65 
 
Tabella 3: Analisi densitometrica dell’intensità delle bande mostrate dal Western blot dei campioni 
contenenti BRCA1 wild-type o le sue varianti missenso fuse o meno all’mCherry 
 1 2 3 4 5 6 
Variante 
 
pYES2 
K45Q- 
mCh 
C61G- 
mCh 
R1751Q-
mCh 
M1775R-
mCh 
BRCA1 
wt-mCh 
BRCA1/PGK 
 
/ 0,17 0,14 0,10 0,12 3,14 
 
 7 8 9 10 
Variante 
 
pYES2 BRCA1 wt C61G M1775R 
BRCA1/PGK 
 
/ 1,54 
 
0,29 
 
0,8 
 
L’analisi densitometrica è stata calcolata come il rapporto dell’intensità della banda di BRCA1 wild-
type o delle sue varianti e l’intensità della banda di PGK relativa. 
 
Per confermare i risultati ottenuti con l’analisi di Western blot e capire se 
questo differente livello di proteina BRCA1 negli estratti totali fosse dovuto a 
instabilità proteica, o se tali differenze si riscontrassero già a livello di mRNA, sono 
state eseguite analisi di Real-Time PCR. 
I ceppi di lievito trasformati con i vettori contenenti BRCA1 wild-type o le sue 
varianti fuse all’mCherry, sono stati inoculati a 30°C per 17-24 ore in terreno 
selettivo privo di uracile e leucina contenente glucosio. 
Per indurre l’espressione della proteina, la coltura poi è stata risospesa in terreno 
selettivo contenente galattosio e mantenuta in agitazione per 17-24 ore. 
Dai campioni è stato estratto l’mRNA totale secondo il protocollo descritto in 
materiali e metodi sul quale è stata poi condotta l’analisi tramite Real-Time PCR. 
L’analisi è stata eseguita su mRNA di campioni contenenti BRCA1 wild-type o le sue 
varianti fuse o meno all’mCherry.  
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(A) (B)  
Figura 7: (A) Espressione dell’mRNA di BRCA1 wild-type e delle relative varianti; (B) Espressione 
dell’mRNA di BRCA1 wild-type-mCherry e delle relative varianti. I risultati sono stati normalizzati con 
il livello dell’mRNA della subunità E1 alfa della piruvato deidrogenasi (PDA) e della fosfoglicerato 
chinasi (PGK). I risultati rappresentano la media di almeno 8 esperimenti indipendenti ± la deviazione 
standard. Il livello di significatività statistica è stato determinato confrontando il livello di RNA delle 
varianti con il rispettivo wild-type. *: p≤0,05. 
 
 
L’analisi con il “t” di Student dei dati riportati in figura 7 confronta il livello di mRNA 
corrispondente al wild-type con quello delle varianti corrispondenti. I risultati 
indicano che la variante BRCA1-C61G viene espressa ad un livello minore rispetto a 
BRCA1 wild-type, mentre la variante BRCA1-M1775R viene espressa ad un livello 
simile a BRCA1 wild-type (Figura 7A); nel caso invece dell’espressione  di proteine 
fuse a mCherry, la variante C61G risulta leggermente più espressa rispetto al BRCA1 
wild-type. Le altre varianti fuse con mCherry vengono espresse allo stesso livello 
della wild-type (Figura 7B). 
 
4.2 Effetto dell’espressione della proteina BRCA1 sulla resistenza all’MMS. 
Dimostrato che la proteina, sia wild-type che mutata, viene espressa in lievito, 
abbiamo determinato l’effetto della proteina BRCA1 sulla resistenza al trattamento 
con l’agente alchilante MMS. 
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Una singola colonia dei ceppi RS112 contenenti plasmidi pYES2, pYES2-BRCA1 wild-
type, pYES2-BRCA1-C61G, pYES2-BRCA1-M1775R è stata inoculata a 30°C per 17-24 
ore in terreno selettivo privo di uracile e leucina con glucosio. 
La coltura è stata poi trasferita in terreno contenente galattosio, per indurre 
l’espressione della proteina, e mantenuta in agitazione a 30°C per 17-24 ore. 
Campioni di cellule corrispondenti a 106 cellule sono stati trattati con dosi crescenti 
di MMS ed incubati a 30°C per 17-24 ore. 
Dopo le opportune diluizioni descritte in materiali e metodi, le cellule sono state 
piastrate in terreno selettivo ed incubate a 30°C per 3-4 giorni.  
Dopo il conteggio delle colonie, la percentuale di sopravvivenza è stata calcolata 
dividendo il numero delle colonie contate nelle piastre corrispondenti ai trattamenti 
per il controllo. 
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Figura 8: Resistenza all’MMS dei ceppi di lievito esprimenti la proteina BRCA1 wild-type, BRCA1-
C61G, BRCA1-M1775R. L’analisi statistica è stata condotta confrontando i risultati ottenuti in cellule 
trattate esprimenti BRCA1 con i corrispondenti risultati ottenuti in cellule pYES2. *: p≤0,05; **: 
0,01≤p≤0,05; ***: p≤0,01. 
 
I dati riportati in figura 8 sono la media di almeno 4 esperimenti indipendenti ± la 
deviazione standard. I risultati sono stati analizzati con il “t” di Student 
confrontando i risultati ottenuti in cellule trattate ed esprimenti BRCA1 con i 
corrispondenti risultati ottenuti in cellule senza BRCA1 ( pYES2). 
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Dal grafico in figura 8 è possibile notare come ci sia una netta diminuzione della 
sopravvivenza cellulare alle dosi di 50 g/ml di MMS; il ceppo RS112 contenente il 
vettore pYES2 e che quindi non esprime BRCA1 ha una sopravvivenza 
significativamente maggiore rispetto ai ceppi esprimenti la proteina wild-type. 
Infine, alle dosi più alte di MMS, i ceppi che esprimono le varianti patogenetiche 
risultano debolmente più sensibili in modo statisticamente significativo all’MMS 
rispetto al ceppo che non esprime BRCA1 (pYES2). In generale, si può concludere 
che BRCA1 conferisce una maggiore sensibità all’MMS. 
 
4.3 Effetto di BRCA1 sulla ricombinazione intra- ed intercromosomica indotta da 
MMS. 
Per valutare l’effetto di BRCA1 e delle varianti missenso sulla ricombinazione 
omologa indotta, le cellule sono state inoculate a 30°C per 17-24 ore in terreno 
selettivo privo di uracile ed leucina con glucosio. 
L’espressione della proteina è stata indotta incubando a 30°C la coltura in terreno 
contenente galattosio per due ore. La coltura poi è stata trattata con dosi crescenti 
di MMS e mantenuta a 30°C per 17-24 ore. 
Come descritto in materiali e metodi, le colture vengono diluite, piastrate nei diversi 
terreni di coltura. Dopo 3-4 giorni di incubazione a 30°C, vengono contate le colonie 
e viene determinata la frequenza di ricombinazione intracromosomica e 
intercromosomica. La frequenza di ricombinazione intracromosomica viene 
espressa come numero di colonie HIS3+ su 103 cellule vitali; analogamente, la 
frequenza di ricombinazione intercromosomica viene espressa come numero di 
colonie ADE2+ su 104 cellule vitali. Il numero di cellule vitali viene calcolato 
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piastrando le cellule in terreno completo come descritto precedentemente. I valori 
corrispondenti alle cellule vitali per questi esperimenti sono mostrati in figura 8. 
I risultati ottenuti sono riportati nelle tabelle 4 (intracromosomica) e 6 
(intercromsomica); nelle tabelle 5 e 7 abbiamo riportato gli aumenti di 
ricombinazione calcolate come rapporto tra la frequenza ottenuta in cellule trattate 
con MMS e quella di controllo. Per una migliore visualizzazione dei risultati nel loro 
insieme, abbiamo elaborato i grafici mostrati in figura 9 e 10 che corrispondono 
rispettivamente ai dati sull’ effetto dell’MMS sulla ricombinazione 
intracromosomica ed intercromosomica. 
 
 
Tabella 4: Effetto dell’espressione di BRCA1 e le sue varianti in seguito sulla ricombinazione 
intracromosomicatra gli alleli his3 indotta da MMS nel ceppo RS112 di Saccharomyces cerevisiae. 
I risultati sono riportati come frequenza di HIS3
+
 su 10
3
 cellule vitali e rappresentano la media di 
almeno 4 esperimenti indipendenti ± deviazione standard. 
 
 
 
 
 
 
 
 
MMS (g/ml) pYES2 
BRCA1  
Wild-type 
BRCA1-
C61G 
BRCA1-
M1775R 
0 0,32±1,11 0,27±0,17 4,15±0,44 4,67±0,85 
10 0,56±0,37 0,35±0,12 5,80±1,2 4,82±2,6 
50 6,54±2,95 4,63±1,50 22,5±1,43 17,33±6,11 
100 32,0±7,87 9,40±0,73 47,33±18,15 24,0±8,0 
150 37,2±14,6 25,5±5,0 51,8±23,2 37,56±12,5 
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Figura9: Effetto dell’espressione di BRCA1 e le sue varianti in seguito al trattamento con MMS sulla 
ricombinazione intracromosomica tra gli alleli his3 del ceppo RS112. L’analisi statistica è stata 
effettuata confrontando, per ogni campione, la frequenza di ricombinazione alle singole dosi con la 
rispetiva frequenza del non trattato.*: p≤0,05; **: 0,01≤p≤0,05; ***: p≤0,01. 
 
La tabella 4 riassume i dati di almeno 4 esperimenti indipendenti ± la deviazione 
standard.ed analizzati mediante il “t” di Student. I livelli di significatività sono 
riportate nel grafico in figura 9. 
I risultati riportati nelle tabelle 4 e 5 ed in figura 9 dimostrano che l’MMS induce un 
aumento di ricombinazione intracromosomica statisticamente significativo in 
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maniera dose dipendente a dosi maggiori di 10 µg/ml in tutti i ceppi utilizzati con e 
senza BRCA1. Inoltre, si conferma che le varianti patogenetiche C61G e M1775R 
inducono una frequenza di ricombinazione intracromosomica più alta di BRCA1 
wild-type. I risultati inoltre indicano che la ricombinazione intracromosomica è 
meno inducibile nei ceppi che esprimeno le varianti patogenetiche; infatti alla dose 
più alta di MMS, la ricombinazione intracromosomica aumenta di 116,2 e 94,4 volte 
nel ceppo pYES2 e BRCA1 wild-type, mentre nei ceppi con le varianti, gli aumenti 
calcolati sono di 12,5 e 8 volte (Tabella 5). 
 
Tabella 5: Aumenti della frequenza di ricombinazione intracromosomica tra gli alleli his3 del ceppo 
RS112 dopo trattamento con MMS rispetto alla ricombinazione non indotta. 
 
Gli aumenti sono stati calcolati come rapporto tra la frequenza del trattato con quella di controllo 
 
Analogamente, i risultati riportati in tabella 6 sono la media di almeno 5 
esperimenti indipendenti ± la deviazione standard. I dati rappresentati nel grafico in 
figura 10 sono stati analizzati tramite il “t” di Student, confrontando le media delle 
frequenze corrispondenti ai trattati con quelle di controllo. In prima analisi, i 
rilsultati confermano che l’espressione delle varianti patogenetiche induce un 
MMS (g/ml) pYES2 
BRCA1 
Wild-type 
BRCA1-
C61G 
BRCA1-
M1775R 
0 1 1 1 1 
10 1,7 1,3 1,4 1 
50 20,4 17,1 5,4 3,7 
100 100 34,8 11,4 5,1 
150 116,2 94,4 12,5 8 
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aumento di ricombinazione intercromosomica (Tabella 6) . Come già osservato per 
la ricombinazione intracromosomica, l’MMS induce un aumento statisticamente 
significativo di ricombinazione intercromosomica sia nel ceppo che non esprime 
BRCA1 (pYES2) che nei ceppi che esprimono BRCA1 (Tabella 6, Figura 10). 
 
Tabella 6: Effetto dell’espressione di BRCA1 e le sue varianti in seguito al trattamento con MMS sulla 
ricombinazione intercromosomica tra gli alleli ade2 del ceppo RS112 
 
I risultati sono riportati come frequenza di ADE+ su 104 cellule vitali e rappresentano la media di 
almeno 4 esperimenti indipendenti ± deviazione standard. 
 
MMS (g/ml) pYES2 
BRCA1 
Wild-type 
BRCA1-
C61G 
BRCA1-
M1775R 
0 0,39±0,20 0,68±0,24 3,62±2,23 3,61±1,11 
10 0,64±0,17 4,7±1,58 4,51±1,62 5,06±0,92 
50 5,26±2,23 31,50±15,10 12,40±2,11 9,73±2,85 
100 46,17±23,44 57,16±21,87 14,34±4,36 45,7±15,10 
150 149,50±17,50 118,05±48,50 48,85±19,60 104,0±8,0 
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Figura 10: Effetto dell’espressione di BRCA1 e le sue varianti in seguito al trattamento con MMS sulla 
ricombinazione intercromosomica tra gli alleli ade2 del ceppo RS112. L’analisi statistica è stata 
effettuata confrontando, per ogni campione, la frequenza di ricombinazione alle singole dosi con la 
rispettiva frequenza del non trattato.*: p≤0,05; **: 0,01≤p≤0,05; ***: p≤0,01. 
 
 
Confrontando gli aumenti d’induzione riportati in tabella 7, si osserva che la 
ricombinazione intracromosomica è piu inducible nei ceppi pYES2 e BRCA1 wild-
type che in quelli che esprimono le varianti patogenetiche C61G e M1775R. Infatti 
alla dose più alta di MMS, la ricombinazione intracromosomica aumenta di 383,3 e 
173,6 volte nei ceppi pYES e BRCA1 wild-type, mentre aumenta di 13,5 e 29 volte 
nei ceppi esprimenti le varianti patogenetiche. 
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Tabella 7: Aumenti della frequenza di ricombinazione intercromosomica tra gli alleli ade2 del ceppo 
RS112 dopo trattamento con MMS rispetto alla ricombinazione non indotta. 
Gli aumenti sonostati calcolati come rapporto tra la frequenza del trattato con quella di controllo. 
 
4.4 Effetto dell’MMS sulla localizzazione di BRCA1 in cellule di lievito “in vivo” 
Obiettivo di questo lavoro è stato anche quello di valutare la localizzazione 
della proteina BRCA1 wild-type e delle sue varianti, per osservare eventuali 
differenze tra varianti neutre e patogenetiche, oltre a verificare se il danno al DNA 
influisce sulla localizzazione della proteina. 
Colonie singole del ceppo RS112 contenente i plasmidi BRCA1-mCherry sono 
inoculate in 5 ml terreno selettivo contenente sodio lattato privo di uracile e leucina 
ed incubate in agitazionea 30°C per 34-48 ore. 
La coltura è stata poi inoculata in terreno selettivo contenente galattosio e per 17-
24 ore. 
Il campione è stato trattato con MMS (50 µg/ml) per due ore e osservato al 
microscopio a fluorescenza. E’ importante sottolineare che i ceppi co-esprimono la 
proteina nucleare Nup133 fusa al GFP sempre sotto del promotore pGal. Questo ci 
ha permesso una più chiara localizzazione intracellulare della proteina. Nella figura 
11, sono riportate le immagini rappresentative delle osservazioni fatte al 
MMS (g/ml) pYES2 
BRCA1 
Wild-type 
BRCA1-
C61G 
BRCA1-
M1775R 
0 1 1 1 1 
10 1,6 6,9 1,2 1,4 
50 13,5 46,3 3,4 2,7 
100 118,4 84,1 3,9 12,7 
150 383,3 173,6 13,5 29 
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microscopio a fluorescenza dell’effetto dell’MMS sulla localizzazione di BRCA1. 
Nella tabella 8 e nel grafico in figura 11 sono riportati come percentuale i risultati 
relativi al numero di cellule con localizzazzione diffusa o “focus”. 
 
                                      CONTROLLO                                                    TRATTATO 
                            BRCA1       Nup133     Merge                       BRCA1    Nup133    Merge     
 
Figura 11: Esempi di immagini ottenute al microscopio a fluorescenza. Sono mostrate le cellule in 
campo chiaro, BRCA1 nel rosso e il nucleo nel verde, il merge viene mostrato per evidenziare una 
localizazione intranucleare. (A) localizzazione nucleare di BRCA1 wild-type;.(B) BRCA1 wild-type con 
MMS (C) BRCA1-K45Q; (D) BRCA1-K45Q con MMS; (E) BRCA1-C61G; (F) BRCA1-C61G con MMS; (G) 
BRCA1-R1751Q; (H) BRCA1-R1751Q con MMS; (I) BRCA1-M1775R; (L) BRCA1-M1775R con MMS. 
 
 
I nostri risultati confermano che BRCA1 si localizza nel nucleo della cellula di lievito 
con due tipi di localizzazione: diffusa o tipo “focus”. 
I risultati mostrano che il trattamento con MMS induce un aumento statisticamente 
significativo di cellule con focus nei ceppi che esprimono le varianti neutre K45Q e 
R1751Q e BRCA1 wild-type trattate con MMS. Questo tipo di effetto non si osserva 
nelle cellule con le varianti patogenetiche (Tabella 8, Figura 12). 
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Tabella 8: Effetto sulla localizzazione  della proteina BRCA1 wild-type e delle sue varianti anche dopo 
trattamento con MMS 
                                             CONTROLLO                                         TRATTATO 
I risultati rappresentano il numero totale di cellule BRCA1 positive contate in 4 esperimenti 
indipendenti, la percentetuale di cellule con foci e localizzazione diffusa con e senza MMS. Le 
percentuali sono la media di 4 esperimenti indipendenti ± deviazione standard. Tra parentesi è 
riportato il numero delle cellule contate al microscopio. 
 
 
 
 
BRCA1 
Cellule 
mCherry+ 
% focus 
% 
Segnale 
diffuso 
Cellule 
mCherry+ 
% focus 
% 
Segnale 
diffuso 
wt 390 
26,6±2,6 
(104) 
73,4±6,7 
(286) 
511 
57,5±4,3 
(294) 
42,5±3,9 
(217) 
K45Q 305 
35,9±3,0 
(109) 
64,1±6,6 
(196) 
382 
38,7±3,1 
(148) 
61,3±4,3 
(234) 
C61G 340 
31,8±3,6 
(108) 
68,2±6,7 
(232) 
335 
29,6±2,2 
(100) 
70,4±4,7 
(235) 
R1751Q 366 
28,3±1,2 
(104) 
71,7±2,3 
(262) 
384 
67,6±5,4 
(260) 
32,4±5,4 
(124) 
M1775R 406 
33,5±1,3 
(136) 
66,5±7,3 
(270) 
321 
22,7±1,4 
(73) 
77,3±5,2 
(248) 
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Figura 12: Rappresentazione grafica della variazione percentuale normalizzata della localizzazione 
nucleare della proteina BRCA1 wild-type o delle sue varianti in seguito a trattamento con MMS. 
L’analisi statistica è stata effettuata tramite “t” di Student confrontando la variazione del segnale 
diffuso nel wild-type non trattato con il segnale di tutte le varianti considerate dopo trattamento con 
MMS. *: p≤0,05; **: 0,01≤p≤0,05; ***: p≤0,01. 
 
 
In particolare, nelle cellule che esprimono la variante patogenetica M1775R il 
trattamento con MMS mostra un debole ma significativo aumento di localizzazione 
diffusa. 
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Capitolo 5: Discussione 
 
Questo lavoro di tesi fa parte di un progetto il cui scopo è quello di capire se la 
genetica del lievito Saccharomyces cerevisiae possa aiutare nel chiarire il ruolo 
funzionale di BRCA1 nella cancerogenesi. 
Tra le molteplici funzioni che BRCA1 svolge, non è ancora chiaro quale funzione o 
dominio funzionale sia associato più direttamente ad un aumento del rischio di 
tumore. In questa tesi, abbiamo voluto approfondire se nel sistema genetico 
Saccharomyces cerevisae, BRCA1 interferisse con la riparazione/ricombinazione del 
DNA. Ciò validerebbe il lievito come organismo “modello” per caratterizzare varianti 
missenso associate a tumore, oltre a dare informazioni sul meccanisimo della 
cancerogenesi dovuta a BRCA1. 
Da studi precedenti è noto che l’espressione di varianti patogenetiche in lievito 
provoca un aumento della frequenza di ricombinazione. Ulteriori analisi 
suggeriscono che l’aumento di ricombinazione sia dovuto ad interazioni funzionali 
con proteine della ricombinazione, poiché i dati prodotti nel laboratorio dove ho 
svolto la tesi ed in corso di pubblicazione, suggeriscono che i pathway di riparazione 
(mismatchrepair) (Maresca, et al., 2015) e di ricombinazione (RAD50, RAD51, RAD52 
e MRE11), modulano l’effetto di BRCA1. Questo sta ad indicare una possibile 
interazione funzionale tra BRCA1 e riparazione del DNA in lievito. 
Nel mio lavoro di tesi, è stato confermato tramite analisi di Western blot che la 
proteina BRCA1 viene espressa in lievito dopo induzione con galattosio. I risultati 
dimostrano che il livello della proteina BRCA1 wild-type è maggiore di quello 
raggiunto dalle varianti. Gli esperimenti di Real-Time PCR non mostrano una 
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differenza statisticamente significativa tra l’espressione di BRCA1 wild-type e le sue 
varianti, così come tra BRCA1 wild-type-mCherry e le varianti corrispondenti. Una 
differenza statisticamente significativa è invece mostrata per la variante C61G fusa  
o meno al cromoforo. 
 Nel caso in cui BRCA1-C61G non sia fusa con il cromosforo, il livello di mRNA risulta 
più basso di BRCA1 wild-type e BRCA1-M1775R correlando in parte con i dati di 
Western blot. Quindi il basso livello proteico di BRCA1-C61G potrebbe essere 
dovuto ad una minore stabilità della proteina e ad un livello più basso di mRNA. 
L’espressione di BRCA1 wild-type e delle varianti mCherry raggiunge un livello 
generalmente più basso rispetto a BRCA1 non associata al cromoforo. Sono in corso 
altri esperimenti con anticorpi diversi e altri tipi di ”standard” per determinare 
meglio il livello di espressione delle varianti mCherry. I dati di localizzazione 
dimostrano che tutte BRCA1 e tutte le varianti mCherry vengono espresse nel 
nucleo a livelli comparabili. 
Il saggio di resistenza all’MMS ci ha permesso di definire l’effetto dell’espressione di 
BRCA1 in lievito e la risposta al danno al DNA indotto. E’ noto dalla letteratura che 
BRCA1 è coinvolto nella risposta al danno al DNA (Venkitaraman, 2001). Inoltre, è 
stato dimostrato che I’espressione di BRCA1 wild-type in cellule di mammifero 
brca1- aumentano la resistanza agli agenti genotossici (Connor, et al., 1997a; Patel, 
et al., 1998; Sharan, et al., 1997; Xu, et al., 1999b). Analogamente a quello che 
avviene nelle cellule di mammifero, i nostri risultati indicano che i ceppi che 
esprimono le varianti patogenetiche sono più sensibile all’MMS. Ciò potrebbe 
dipendere dal fatto che la proteina essendo mutata non riesca in modo efficiente 
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nella riparazione del danno del DNA. Il ceppo esprimente la proteina wild-type 
invece è più resistente all’MMS rispetto al ceppo con le varianti associate a tumore. 
Il ceppo utilizzato ha anche permesso di determinare l’effetto di BRCA1 sulla 
ricombinazione intra-ed intercromosomica indotta da MMS. 
Nel loro insieme, i risultati dimostrano per la prima volta che nei ceppi esprimenti le 
varianti patogeneiche C61G e M1775R localizzate in domini diversi (RING e BRCT 
domain, Figura 1) la ricombinazione omologa è meno inducibile da MMS rispetto al 
ceppo che esprime BRCA1 wild-type. Altri esperimenti con ceppi che esprimono 
varianti neutre localizzate in domini diversi, chiariranno il ruolo di BRCA1 nella 
riparazione/ricombinazione nel nostro sistema genetico modello. 
I risultati di questa tesi dimostrano che BRCA1 ha una localizzazione 
prevalentemente nucleare; questo rafforza la nostra ipotesi sul possibile 
coinvolgimento di tale proteina nella riparazione del lievito. Studi precedenti 
ipotizzavano che BRCA1 wild-type o le sue varianti neutre formassero aggregati 
nucleari detti “focus” correlati all’inibizione della crescita cellulare di lievito non 
osservata invece nelle varianti patogenetiche nelle quali i foci erano 
quantitativamente minori (Millot, et al.,2011). I nostri risultati sulla localizzazione 
nucleare di BRCA1 in lievito è in parte concorde con questa tesi. Lo studio poi è 
proseguito con la valutazione dell’effetto dell’MMS sulla localizzazione della 
proteina. I risultati mostrato due diverse modalità di identificazione della proteina. 
Prima dell’induzione del danno la proteina è maggiormente presente come  un 
segnale diffuso nel nucleo. Questa condizione, dopo trattamento con MMS è 
mantenuta sia dalla variante C61G sia in modo statisticamente significativo dalla 
variante M1775R. Questa variante corrisponde ad una mutazione missenso nel 
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dominio BRCT. È noto che le ripetizioni di questo dominio riconoscono dei residui di 
fosfoserina su diretti partners di BRCA1 (Abraxas, BACH1/BRIP1, CtIP) (Wang, et al., 
2012) e sono richiesti per la localizzazione del complesso a livello dei siti del DNA 
danneggiato; probabilmente quindi mutazioni a livello del dominio impediscono la 
normale funzione di BRCA1. Altra condizione, dopo trattamento con MMS, è la 
formazione di focus che si riscontra nelle varianti neutre. Sia nella variante K45Q 
che nella R1751Q la formazione dei focus è statisticamente significativa, anche se la 
variante del dominio BRCT ha una valenza statistica maggiore probabilmente data 
anche in questo caso dalla funzione del dominio in cui si trova. 
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Capitolo 6: Conclusioni e prospettive 
 
Il lavoro di tesi si è focalizzato sulla localizzazione e sul ruolo di BRCA1 nella 
riparazione del DNA in seguito al trattamento con MMS. Questo ha permesso di 
aggiungere altre informazioni per ampliare le conoscenze sul coinvolgimento di 
BRCA1 nella cancerogenesi. 
La localizzazione della proteina è influenzata dalla posizione della mutazione, infatti 
i dati statisticamente più rilevanti si riferiscono alle varianti del dominio BRCT 
evidenziando il ruolo del dominio stesso. 
La riparazione invece risente molto del tipo di mutazione. L’espressione di varianti 
patogenetiche di BRCA1 provoca un aumento della ricombinazione sia intra- che 
intercromosomica solamente iniziale, infatti la frequenza si uguaglia alle varianti 
neutre. L’espressione della proteina nelle sue forme neutre, in presenza dell’agente 
alchilante permette una maggiore riparazione del danno favorendo allo stesso 
modo sia un aumento della ricombinazione intra- ed intercromosomica. 
Alla luce di questi risultati possiamo concludere che il lievito sia un valido organismo 
modello nonostante non presenti l’omologo di BRCA1, in quanto ha evidenziato le 
differenze tra le varianti nei pathway analizzati. 
In futuro, sarebbe interessante valutare l’effetto sulla riparazione del DNA dopo 
danno indotto anche su ceppi deleti di geni della riparazione come RAD50, RAD51, 
MRE11 e MSH6. 
Altre analisi verranno comunque effettuate su altre varianti per poter validare il 
saggio funzionale al fine di discriminare le varianti neutre da quelle patogenetiche. 
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